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INTERNATIONAL PR 



NARY EXAMINATION REPORT 



rnational application No. 

PCT/FR98/02244 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.)'. 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-23 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/2-2/2 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



1 1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
" 1 — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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INTERNATIONAL PREUBKNARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
/FR 98/02244 



Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-23 



1-23 



1-23 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 
1) . 



Preamble 

In view of the description, "a repertoire" comprises 
a panel of immunoreceptors; cf. pages 4 and 5- It 
would therefore appear that a "repertoire" according 
to the present documentation method* can be 
considered to be a coherent whole forming a unit in 
relation to a type of activity. The term 
"repertoire" (cf. Claim 1) therefore appears to 
refer to the array of NKR immunoreceptors and/or NKR 
counterparts expressed in a given individual at a 
given moment. 



*) this appears to be the first description of such 
a documentation method, cf.V.2 below. 



2) . Novelty 

Nothing in Dl : Mingari et al., D3: Adamkiewicz et 
al. and D4 : Yabe et al. would appear to suggest that 
consideration of all the NKRs and their counterparts 
as a repertoire allows good evaluation of the state 
of immunity activation. The teaching of the three 
documents cited above does not appear to give access 
to primers according to the present Claim l(i). None 
of the cited documents appears to disclose products 



Form PCT/IPEA/409 (BoxV) (January 1994) 



INTERNATIONAL PREyUfNARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
f/FR 98/02244 



corresponding to the particular examples of pairs of 
oligonucleotides cited as an illustration of the 
implementation of the method according to the 
invention . 



Inventive step 

The present invention would appear to enable GVL 
therapies not mastered thus far to be implemented, 
c.f. page 4. 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



TRAITE ^pOOPERATION EN MATIE 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTE 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



E BREVETS 



REC'D 18 JAN 2000 



WIPO PCT 

-flMAIIUNAL. 



Reference du dossier du dSposant ou du 

mandataire 

CP/FP/VB 59190 



voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 



Demande intemationale n° 
PCT/FR98/02244 



Date du depot international (jour/mois/ann$e) 
20/10/1998 



Date de priority (jour/mois/annSe) 
20/10/1997 



Classification intemationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C12Q1/68 



Deposant 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA R. et al 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabii par I'administaration chargee de rexamen preliminaire 
international, esttransmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 4 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications fartes aupres de 
radministration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et Instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I H Base du rapport 

II □ Priorite 

III □ Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 

d'application industrielle 

IV □ Absence d'unite de I'invention 

V S Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 

d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

VI □ Certains documents cites 

VII S Irregularis dans la demande intemationale 

VIII □ Observations relatives a la demande intemationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

30/04/1 999 


Date d'achevement du present rapport 

f 2. Gi. 00 


Norn et adresse postale de radministration chargee de 
t'examen preliminaire international: 

^- Office europeen des brevets 

yjKj D-80298 Munich 

ig/' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise /^^*^s\ 
Cuendet, P (l jj 

N° de telephone +49 89 2399 8690 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR98/02244 



I. Base du rapport 

1 Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont 4te remises a 
' I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerSes dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport pwsqu elles ne contiennent 

pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -35 version initials 



Revendications, N°: 

1 _23 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/2-2/2 version initiale 



2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3 □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de Texpose de ('invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 



4. Observations complementaires, le cas echeant 



Formutaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 1) Qanvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationals n° PCT/FR98/02244 



V. Declaration motivee selon 1'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande inter nationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande international, ont ete constatees : 
voir feuille separee 



Nouveaute 



Oui : Revendications 1 -23 
Non : Revendications 



Activite inventive 



Oui : Revendications 1 -23 
Non : Revendications 



Possibility d'application industrielle Oui : Revendications 1-23 

Non : Revendications 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII. feuille 2) (janvier 1994) 




RAPPORT D' EX AMEN Demande international n° PCT/FR98/02244 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 

1 ) . Preambule 

Au vu de la description "un repertoire" comprend un panel d'immunorecepteurs; 
cf. p.4 et p.5. II semblerait done qu' un "repertoire" selon la presente methode de 
documentation* puisse etre considere comme un ensemble coherent formant une 
unite par rapport a un type d'activite. Le terme "repertoire" (cf. revendication 1) 
semble faire ainsi reference au panel d'immunorecepteurs NKR et/ou 
contreparties de NKR exprime chez un individu donne a un instant donne. 

*)il s'agirait de la premiere description d'une telle methode de documentation, cf. 
au point V.2 ci-dessous 

2) . Point V.2. 

Nouveaute 

Rien dans D1: Mingari et al. D3: Adamkiewicz et al. et D4: Yabe et al. ne 
semblerait suggerer que considerer I'ensemble des NKR et de leurs contreparties 
comme un repertoire, permette une bonne evaluation de I'etat d'activation 
immunitaire. L'enseignement des 3 documents precites ne semble pas donner 
acces a des amorces selon la presente revendication 1, point i. Apparemment, 
aucun des docuemnts cites ne divulgue de produits correspondant aux exemples 
particuliers de paires d'oligonucleotides citees en illustration de la mise en oeuvre 
de la methode selon I'invention. 

Activite inventive 

II semblerait que la presente invention permette la mise en oeuvre de therapies 
GVL jusqu'alors non maTtrisees, cf. p.4. 
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TRAITE DF- COOPERATION EN MATIER^E BREVETS 

Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(regie 61.2 du PCT) 


Destinataire: 

United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UN1S D AMbRIQUb 

en sa qualite d'office elu 


Date d'expedition (jour/mois/annee) 
in i ni Hot 1QQQ /Ifl (Y7 QQ\ 


Demande Internationale no 
PCT/FR98/02244 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
59190-881 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

20 octobre 1998 (20.10.98) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
20 octobre 1997 (20.10.97) 


Deposant 

VIVIER, Eric etc . . . 



1. L'office designe est avise de son election qui a ete faite: 

fx] dans la demande d'examen preli.minaire international presentee a I'administration chargee de I'examen preliminaire 
international le: 

30 avril 1999 (30.04.99) 



| | dans une declaration visant une election ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 



Selection | X| a ete faite 

| | n'a pas ete faite 



avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 





Fonctionnaire autorise 


Bureau international de I'OMPI 




34, chemin des Colombettes 


D. Barmes 


1211 Geneve 20, Suisse 




no de telecopies: (41-22) 740.14.35 


node telephone: (41-22) 338.83.38 


Formulaire PCT/IB/331 Quillet 1992) 


2725117 



Copie a I' intention de I 'office elu (EO/US) 

TRAITE DiCOOPERATION EN MATIE 



PCT/FR98/02244 



w 



PCT 



NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT 
D'UN CHANGEMENT 

(regie 92bis.1 et 
instruction administrative 422 du PCT) 



Date d' expedition (jour/mo is/an nee) 
27 septembre 1999 (27.09.99) 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
59190-881 



Demande Internationale no 

PCT/FR98/02244 



E BREVETS 

Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



Destinataire: 



PEAUCELLE, Chantal 
Cabinet Armengaud Aine 
3, avenue Bugeaud 
F-75116 Paris 
FRANCE 



NOTIFICATION IMPORTANTE 



Date du depot international (jour/mois/annee) 
20 octobre 1998 (20.10.98) 



1. Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 

X le deposant X I'inventeur | | le mandataire | | le representant commun 


Nom et adresse 
VIVIER, Eric 

23, boulevard Jean Jaures 
F-13260 Cassis 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 


Domicile (nom de I'Etat) 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistre en ce qui concerne: 
| [ la personne le nom X I'adresse Q la nationality le domicile 


Nom et adresse 
VIVIER, Eric 

20bis, chetnm du Boudard 
F-13260 Cassis 
FRANCE 


Nationalite {nom de I'Etat) 


Domicile (nom de I Etat) 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


3. Observations complementaires, le cas echeant: 


4. Une copie de cette notification a ete envoyee: 
|~Xj a I'office recepteur \^\ aux offices designes concernes 
| | a l'administration chargee de la recherche Internationale | X| aux offices elus concernes 
| X| a I'administration chargee de I'examen preliminaire international | }, autre destinataire: 


Bureau international de TOMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 

no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


Fonctionnaire autorise: 

S. Cruz 

no de telephone (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/306 (mars 1994) 



002864426 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Internationale No 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DETPPIDE 

CIB 6 C12Q1/68 



Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois seion la classification nationale et la CIB 



FR 98/02244 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 C12Q 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche internationale {nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie c 



Identification des documents cites, avec, le cas echeant, ('indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



MINGARI M. C. ET AL. , : 
"Interleukin-15-induced maturation of 
human natural killer cells from early 
thymic precursors: selective expression 
CD94/NKG2-a as the only HLA class 
I-specific inhibitory receptor" 
EUR. J . IMMUNOLOGY, 

vol. 27, - juin 1997 pages 1374-1380, 
XP002072518 

le doc. en entier, et p. 1375, 2.6; 
di scussion 

-/-- 



1,2,17, 
23 



of 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



□ 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



0 Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
"E" document anterieur, mais publie a la date de dep6t international 

ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter undoutesurune revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depdt international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



"T" document ulterieur publie apres la date de depdt international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de I'invention 

"X" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a ete effectivement achevee 



21 janvier 1999 



Nom et adresse postale de ('administration chargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Date d' expedition du present rapport de recherche internationale 



03/02/1999 



Fonctionnaire autorise 



Miiller, F 



Formulairo PCT/ISA/210 (deuxifcme feuille) Quillet 1992) 



page 1 de 2 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BR^ETS 

• PCT • 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

59190-881 


POUR SUITE vo ' r ,a notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, te cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internationale n° 

PCT/FR 98/02244 


Date du d6p6t international (jour/mois/ann6e) 

20/10/1998 


(Date de priority (la plus ancienne) 
(jour/mois/ann4e) 

20/10/1997 


Deposant 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA R. ..et al. 



Le present rapport de recherche internationale, 6tabli par ('administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conform^ment a ['article 1 8. Une copie en est transmise au Bureau international. 


He rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 


[xl II est aussi accompagn^ d'une copie de chaque document relatif a I'etot de la technique qui y est cite\ 


1 . Q || a ete estime que certaines revendicattons nepouvaient pas faire I'objet d'une recherche(voir le cadre I). 


2. Q II y a absence d' unite de l'invention(voir te cadre II). 


3. \V] La demande internationale contient la divulgation d'un listage de sequence de nucleotides oud'acides amines et la 
recherche internationale a 6t6 effectu^e sur la base du listage de sequence 


E 


depos6 avec la demande internationale 


□ 


fourni par le deposant separ^ment de la demande internationale 

| | sans etre accompagn6e d'une declaration selon laquelle il n'inclut pas d'eleYnents 
allant au-dela de la divulgation faite dans la demande internationale telle 
qu'elle a ete d^posee. 


□ 


transcrit par ('administration 


4. En ce qui concerne le titre, [)[] 


le texte est approuve tel qu'il a 6t6 remise parte deposant. 


□ 


Le texte a 6te 6tabli par I'administration et a la teneur suivante: 


5. En ce qui concerne I'abrege, 






le texte est approuve tel qu'il a 6te remis parle deposant 


□ 


le texte (reproduit dans le cadre III) a ete 6tabli par I'administration conforrrtement a la 
regie 38.2b). Le deposant peut presenter des observations a i'administration dans un defai 
d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport de recherche internationale. 


6. La figure des dessins a publier avec I'abreg6 est la suivante: 


Figure n° Q 

□ 


sugger6e par le deposant. Aucune des figures 

M , n'est a publier. 
parce que le deposant n'a pas sugge>6 de figure. 


□ 


parce que cette figure caracterise mieux ('invention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feui(le) (juillet 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Internationale No 

tfFR 98/02244 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES CC 



I PERTINENTS 



Categorie ° Identification des documents cites, avecle cas echeant, I' indie at londes passages pertinents 



no. des revendications vis^es 



HI BY S.E. ET AL.,: "Human uterine NK 
cells have a similar repertoire of killer 
inhibitory and activatory receptors to 
those found in blood, as demonstrated by 
RT-PCR and sequencing" 
MOL. IMMUNOLOGY , 

vol. 34, no. 5, - avril 1997 pages 
419-430, XP002090558 

see whole doc, esp. abstract and table 1 
and 3 

ADAMKIEWICZ T. V. ETAL.,: "Natural 
killer lectin-like receptors have 
divergent carboxy-termini , distinct from 
C-type lectins" 
IMMUNOGENETICS, 

vol. 39, - 1994 page 218 XP002072519 
voir le document en entier 

YABE T. ET AL.,: "A multigene fmily on 
human chromosome 12 encodes natural 
killer-cell lectins" 
IMMUNOGENETICS, 

vol. 37, no. 6, - 1993 pages 455-460, 

XP002072520 ^ 

see esp. M&M, discussion 

BOTTINO C. ET L.,: "A novel surface 
molecule homologous to the p58/p50 family 
of receptors is slectively expressed on a 
subset of human natural killer cells and 
induces both triggering of cell functions 
and prol iferation" 
EUR. J. IMMUNOL. , 

vol. 26, - aout 1996 pages 1816-1824, 
XP002072521 

voir le document en entier 

CAMBIAGGI A. ET AL.,: "Natural killer 
cell acceptance of H-2 mismatch bone 
marrow grafts in transgenic mice 
expressing HLA-Cw3 specific killer cell 
inhibitory receptor (CD158b)" 
PROC. ACAD. SCI. USA, 

vol. 94, - juillet 1997 pages 8088-8092, 
XP002072522 

voir le document en entier 



1-4,23 



1,23 



1,23 



Foimulaire PCT/ISA/21 0 (suite do la deuxieme leuille) (juillet 1 992) 



mm 



T>r^nr ORGANISATION MOND1ALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 

X JL Bureau international 



L^ClVLrt.lNi</C li^i^irnivi^'"-' - ~ 

(51) Classification Internationale des brevets 6 : 




(11) Nuraero de publication Internationale: 


WO 99/20794 


C12Q 1/68 


Al 


(43) Date de publication internationale: 


29 avril 1999 (29.04.99) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR98/02244 

(22) Date de depot international: 20 octobre 1998 (20.10.98) 



(30) Donnees relatives a la priorite: 

97/131 15 20 octobre 1997 (20.10.97) 



FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US): 1NSTTTUT 
NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE 
MEDIC ALE (INSERM) [FR/FR]; 101, rue de Tolbiac, 
F-75654 Paris Cedex 13 (FR), 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement): VIVIER, Eric [FR/FR]; 
23, boulevard Jean Jaures, F-13260 Cassis (FR). VELY, 
Frederic [FR/FR]; Residence du Vallat, La Farendole, 
F-13260 Cassis (FR). 

(74) Mandataires: PEAUCELLE, Chantal etc.; Cabinet Armengaud 
Aine, 3, avenue Bugeaud, F-75116 Paris (FR). 



(81) Etats designes: CA, JP, US, brevet europeen (AT, BE, CH, 
CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT,'SE). 



Publiee 



Avec rapport de recherche internationale. 
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Moyens de documentation de repertoires 
en immunorecepteurs NKR et/ou en immunorecepteurs contreparties 
activatrices ou non inhibitrices d'immunorecepteurs NKR 

La presente invention concerae des moyens permettant de documenter les 
repertoires d'un individu humain ou animal en immunorecepteurs NKR (Natural 
Killer Receptor) du type des immunoglobulines ou du type des lectines, et en 
immunorecepteurs contreparties activatrices, ou a tout le moins non inhibitrices, 
d'immunorecepteurs NKR. Elle vise egalement leurs applications biologiques. 

Les fonctions immunitaires d'un homme ou d'un animal sont definies par 
plusieurs categories de molecules hautement diversifies, telles que notamment le 
systeme des groupes sanguins ABO, la famille des molecules du CMH 
(Complexe Majeur d'Histocompatibilite, appele chez Phomme, systeme HLA - 
Human Leukocyte Antigen-), la famille des recepteurs pour l'antigene des 
lymphocytes T (TCR) et des lymphocytes B (BCR). L' ensemble des molecules 
qu'un individu adulte exprime, ou est capable d'exprimer, pour chacune de ces 
differentes families constitue, exception faite des vrais jumeaux, un repertoire 
evolutif qui lui est propre et qui intervient dans la reconnaissance du soi ou du 
non-soi. 

D'autres grands repertoires ont ete plus recemment identifies. II s f agit du 
repertoire en recepteurs NKR de type immunoglobuline et du repertoire en 
recepteurs NKR de type lectine. Les recepteurs NKR de type immunoglobuline 
comprennent les recepteurs KIR {Killer cell Inhibitory Receptor) tels que 
notamment les recepteurs p58.L p58.2, p70.INH, pl40.INH. Les recepteurs 
NKR de type lectine comprennent les recepteurs inhibiteurs NKG2 tels que 
notamment les recepteurs NKG2A et NKG2B. L'ensemble de ces recepteurs 
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NKR sont a fonction inhibitrice. Des recepteurs qui leur sont hautement 
homologues, en particulier au niveau extracytoplasmique, assurent toutefois des 
fonctions activatrices, ou a tout le moins non inhibitrices : il s'agit des recepteurs 
KAR (Killer cell Activatory Receptor) homologues aux recepteurs KIR, et des 
recepteurs NKG2C, NKG2D, NKG2E et NKG2F homologues aux recepteurs 
NKG2A et NKG2B. Les recepteurs contreparties activatrices, ou a tout le moins 
non inhibitrices. de recepteurs inhibiteurs NKR sont ci-apres designes, par souci 
de fluidite, contreparties de NKR. 

Les recepteurs NKR et les recepteurs contreparties de NKR sont 
naturellement exprimes par les cellules NK et par des sous-populations de 
cellules T. Plusieurs de ces recepteurs peuvent etre exprimes par une meme 
cellule. Tous ces recepteurs, qu'ils soient inhibiteurs {i.e. NKR) ou qu'ils soient 
activateurs ou non inhibiteurs (i.e. contreparties de NKR), ont en commun d'avoir 
pour hgand des molecules qui ne sont pas derivees d'antigene : les ligands des 
recepteurs NKR et des recepteurs contreparties de NKR sont des molecules du 
CMH de classe L 

La reconnaissance de son hgand par un recepteur NKR declenche la 
transduction a la cellule d'un message visant a inhiber son activite, e.g. diminution 
ou arret de la cytolyse, de la secretion de cytokines, alors que la reconnaissance 
de son ligand par un recepteur contrepartie de NKR y induit un message 
activateur, ou a tout le moins non inhibiteur. A la resultante entre recepteurs NKR 
et recepteurs contreparties de NKR ainsi actives par leurs hgands, correspond un 
signal, globalement negatif ou positif, d'activation des cellules NK et/ou T qui les 
expriment. 

Les recepteurs NKR et leurs contreparties participent ainsi au controle, 
positif ou negatif, des reactions allogeniques d ! un systeme immunitaire donne vis- 
a-vis de ce qu'il considere alors comme non-soi par exemple, des cellules 
cancereuses ou infectees, ou bien encore des cellules de greffe ou transplantation 
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alio- ou xeno-genique. 

Les recepteurs NKR et leurs contreparties participent en effet aux reactions 
entre hote er greffon lors d'une greffe (on transplantation) de cellules, tissu ou 
organe qui presente(nt) un certain degre d' incompatibility antigenique avec Thote. 
V implication de recepteurs NKR et de leurs contreparties dans la tolerance 
envers des greffes incompatibles, et dans l'effet selectif de lyse de cellules 
malignes parfois observe apres greffe de moelle osseuse, ou effet GVL (Graft 
Versus Leukemia), a en effet ete demontree in vivo (cf Cambiaggi et ai 1997, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 94, p. 8088-8092 ; Albi et ai 1996, Blood, vol. 
87, n°9, p. 3993-4000). 

Or, les moyens pouvant acaiellement etre mis en oeuvre dans un contexte medical 
ne permettent pas de documenter T ensemble des repertoires d ! un patient, d'un 
organe, d'un tissu ou de cellules. 

C'est ainsi qu'actuellement, seule la compatibility des molecules HLA-A, HLA-B 
et HLA-DR du donneur et du receveur est verifiee prealablement a une greffe ou 
transplantation alio- ou xeno-genique. Ces criteres de compatibility n'apparaissent 
toutefois pas comme sufBsants. Des traitements immunosuppresseurs (par 
exemple, a base de cyclosporine) doivent completer ces procedures de greffe ou 
transplantation de maniere a inhiber le systeme immunitaire du patient. De tels 
traitements sont a hauts risques pour le patient qui est alors susceptible de 
developper des infections opportunistes.Ces traitements immunosuppresseurs 
doivent de plus etre maintenus a un certain niveau pendant plusieurs annees, et le 
patient doit alors resister aux effets deleteres des medicaments. Finaiement, la 
reussite de telles procedures de greffe ou transplantation reste incertaine. En effet, 
des rejets de greffe de la part du receveur, ou bien encore, dans le cas de greffes 
comprenant des cellules immuno-competentes, des reactions du greffon contre 
lliote (effet GVH, Graft Versus Host) sont malgre tout observes. De telles 
reactions de rejet ou de GVH conduisent generalement a de tres severes lesions; 
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actuellement, elles ne peuvent toutefois etre totalement ecartees, et done 
pre venues. 

Des effets benefiques inattendus de greffes allogeniques ont par ailleurs 
parfois ete observes : des greffes allogeniques de moelle osseuse sur des patients 
leucemiques aplasiques ont parfois conduit a im effet therapeutique anti-tumoral 
par lyse des cellules malignes du receveur et preservation de ses cellules saines. 
Get effet therapeutique selectif, dans lequel sont impliquees les cellules NK et T, 
est designe par GVL {Graft Versus Leukemia). Potentiellement une greffe (ou 
une transplantation) de tissu hematopoi'etique en general, et de moelle osseuse en 
particulier, peut conduire a un effet therapeutique dans le cadre de malignites 
hematologiques telles qu'une leucemie, par lyse selective de celles des cellules du 
receveur qui ne presentent plus les antigenes d'histocompatibilite presentes par les 
cellules saines. Les moyens actuellement disponibles pour le milieu medical ne 
permettent toutefois pas de predire si l'organe ou le tissu considere exercera un 
effet selectif GVL pour le receveur considere. Bien que connu, 1'effet selectif 
GVL ne peut done actuellement etre mis a profit dans le cadre d'une therapie anti- 
cancereuse. 

Les moyens actuellement developpes dans le cadre de recherches 
experimentales afin de documenter les differents repertoires de cellules humaines 
ou animales ne permettent par ailleurs pas de documenter precisement le 
repertoire en recepteurs NKR et en recepteurs contreparties de NKR : Tidentite 
precise de chaque recepteur NKR ou contrepartie de NKR ne peut etre 
determinee. Du fait de la forte homologie, en particulier au niveau 
extracytoplasmique. entre un recepteur NKR et un recepteur contrepartie de ce 
NKR (e.g. jusqu'a 96% dTiomologie entre KIR et KAR), Tutilisation d'anticorps 
ne permet en effet souvent pas de discriminer entre des NKR qui sont inhibiteurs 
et leurs contreparties a fonctions activatrices, ou a tout le moins non inhibitrices. 
Les amorces oligonucleotidiques actuellement disponibles ne permettent quant a 
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elles pas la mise en oeuvre d'une amplification en chaine par polymerase capable 
de discriminer entre par exemple un NKR p58.1 et un NKR p58.2, ou entre un 
NKR p70.INH et un NKR pHO.INH. Finalement, pour documenter precisement 
le repertoire en immunorecepteurs NKR et en leurs contreparties, il faut 
actuellement avoir recours apres une etape de purification des recepteurs vises 
(e.g. par FACScani, a une etape de sequen?age nucleotidique. La documentation 
du repertoire NKR /contreparties de NKR n'est done actuellement pas realisable 
en routine dans un contexte de type medical. Le niveau de stimulation et 
^inhibition des programmes d' activation des cellules NK et T, et done le 
potentiel de resistance d'un individu vis-a-vis du developpement d'infections 
microbiennes ou parasitaires, de maladies auto-immunes, ou bien encore de 
cellules malignes, ne peut done etre mesure. II resulte egalement de cette absence 
de moyens adaptes pour la documentation des repertoires NKR/contreparties de 
NKR que les effets selectifs de type GVL ne peuvent etre utilises en therapie, et 
que les reactions GVH ou de rejets lors de greffes ou de transplantations alio- ou 
xeno-geniques ne peuvent etre completement ecartees. 

La presente invention propose done des moyens permettant de documenter, 
pour un echantillon biologique donne, les repertoires en immunorecepteurs NKR 
et en immunorecepteurs contreparties activatrices ou a tout le moins non 
inhibitrices de recepteurs NKR. Ces moyens permettent notamment de distinguer 
aisement entre un recepteur NKR et sa contrepartie activatrice ou non inhibitrice, 
ainsi que de distinguer entre differents recepteurs NKR, ou entre differentes 
contreparties de NKR. Elle vise egalement les applications biologiques, et en 
particulier medicales et veterinaires, de ces moyens. Uun des aspects essentiels 
selon Finvention consiste a considerer l'ensemble des immunorecepteurs NKR et 
contreparties de NKR comme un repertoire, e'est-a-dire comme un ensemble 
coherent, formant une unite par rapport a un type d ! activite, en Toccurence, de 
maniere particulierement avantageuse, le controle de l'activation lymphocytaire de 
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ITiomme ou I'animal dont est issu ledit echantillon biologique (controle negatif 
pour le repertoire des recepteurs NKR, controle positif pour le repertoire des 
contreparties de NKR). L'invention fournit, pour la premiere fois, des moyens 
permettant de documented en routine dans im contexte medical ou veterinaire, 
des repertoires NKR et/ou contreparties de NKR, de maniere a pouvoir analyser 
rapidement et efficacement des situations physiologiques et pathologiques liees a 
ces repertoires. 

Les moyens selon l'invention presentent notamment Tavantage d'etre 
aisement utilisables dans un contexte medical ou veterinaire, par exemple en 
hopital ou clinique. 

La presente invention a pour objet une methode in vitro de documentation d'un 
repertoire en immunorecepteur(s) NKR comprenant notamment les recepteurs 
KIR p58.1 5 p58.2, p70.INH, pl40.INH, et les recepteurs NKG2A et NKG2B, 
et/ou d'un repertoire en immunorecepteur(s) contrepartie(s) de NKR, comprenant 
notamment les recepteurs KAR p50.1, p50.2, p70.ACT 5 pl40.ACT 5 et les 
recepteurs NKG2C NKG2D 5 NKG2E, NKG2F, ces immunorecepteurs etant ci- 
apres designe(s) recepteur(s) cible(s), caracterisee en ce qu'elle comprend : 

i. Tutilisation d'au moins une paire d' oligonucleotides, Tun etant designe 
oligonucleotide 3 ? et r autre oligonucleotide 5', les oligonucleotides 3' et 5 ! d ! une 
meme dite paire etant tous deux capables, dans des conditions dliybridation 
correspondant a une incubation pendant 1 min dans un tampon [Tris-HCl 20mM 
pH8 3 4; KC1 50mM; MgCl 2 2 5 5mM] a une temperature comprise entre 50°C et 
65°C environ, de sltybrider a TADN ou a TADNc d'un recepteur cible NKR, ou 
contrepartie de NKR, mais ne s'hybridant pas, dans les memes conditions 
d'hybridation, avec l'ADN ou 1'ADNc d'un recepteur contrepartie de NKR, ou 
respectivement d'un recepteur NKR, contrepartie fonctionnelle dudit recepteur 
cible, 

ii. la mise en contact de populations ADN ou ADNc d'un echantillon 
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biologique d'origine humaine on animate poiir lequel on souhaite documenter le 
repertoire en immunorecepteur(s) cible(s), avec un exces d'au moins une paire 
d ? oligonucleotides 3' et 5' selon i. dans des conditions favorables a rhybridation 
de cette paire oligonucleotides 3' et 5' sur les ADN ou sur les ADNc de 
l'echantillon biologique, et 

iii.la detection des hybrides eventuellement formes entre ces ADN ou ADNc et la 
ou les paire(s) d' oligonucleotides 3' et 5'. 

Par contrepartie fonctionnelle d'un recepteur, nous entendons dans la 
presente demande un recepteur a structure homologue, en particulier au niveau 
extracytoplasmique, mais a fonction differente : par exemple, une contrepartie 
fonctionnelle du recepteur NKR p58.1 est le recepteur contrepartie de NKR 
p50.1, et reciproquement; de meme le recepteur NKR p58.2 et le recepteur 
contrepartie de NKR p50.2 sont Tun pour l'autre des contreparties fonctionnelles. 

La presente methode pennet done notamment de distinguer un recepteur 
NKR (ou contrepartie de NKR) d'un recepteur contrepartie fonctionnelle de ce 
recepteur. 

La (ou les) paire(s) d f oligonucleotides 3' et 5' est (sont) en particulier 
capables de borner, sur l'ADN ou l'ADNc d'un recepteur cible qui leur 
correspond, une sequence ^oligonucleotides (bornes incluses) qui est absente de 
la sequence ADN ou ADNc d'un recepteur avec lequel elle(s) est (sont) 
capable(s) de ne pas sliybrider dans les conditions d'hybridation donnees sous i) 
ci-dessus. 

De maniere avantageuse, ladite ou au moins une desdites paire(s) 
d' oligonucleotides 3' et 5' utilisee(s) est en outre capable, dans les memes 
conditions d'hybridation que celles definies sous i., de ne pas sTiybrider a TADN 
ou ADNc d'un recepteur, indifferemment NKR ou contrepartie de NKR, autre 
que ledit recepteur cible. 

Selon une disposition particuliere de cette maniere avantageuse, ladite (ou 
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au moins une desdites) paire(s) ^oligonucleotides 3' et 5' capable, dans les 
conditions dliybridation definies sous i. ci-dessus, de s'hybrider a l'ADN ou 
l'ADNc d'un recepteur p58.1 (ou p50.1), et de ne pas s'hybrider a l'ADN ou 
l'ADNc d'un recepteur p50.1 (ou respectivement p58.1) est en outre capable de 
ne pas s'hybrider dans les memes conditions d'hybridation a l'ADN ou l'ADNc 
d'un recepteur p58.2 ou p50.2. 

Selon une deuxieme disposition particuliere de cette maniere avantageuse, 
ladite, ou au moins une desdites, paire(s) d'oligonucleotides 3' et 5' capable, dans 
les conditions d'hybridation definies sous i. ci-dessus, de s'hybrider a l'ADN ou 
l'ADNc d'un recepteur p58.2 (ou p50.2), et de ne pas s'hybrider a l'ADN o.i 
l'ADNc d'un recepteur p50.2 (ou respectivement p58.2) est en outre capable de 
ne pas s'hybrider dans les memes conditions d'hybridation a l'ADN ou l'ADNc 
d'un recepteur p58.1 ou p50.1. 

Selon une troisieme disposition particuliere de cette maniere avantageuse, 
ladite (ou au moins une desdites) paire(s) d'oligonucleotides 3' et 5' capable, dans 
les conditions d'hybridation definies sous i. ci-dessus, de s'hybrider a l'ADN ou 
l'ADNc d'un recepteur p70.INH (ou p70.ACT), et de ne pas s'hybrider a l'ADN 
ou l'ADNc d'un recepteur p70.ACT (ou respectivement p70.INH) est en outre 
capable de ne pas s'hybrider dans les memes conditions d'hybridation a l'ADN ou 
l'ADNc d'un recepteur pHOTNH ou pi 40. ACT. 

Selon une quatrieme disposition particuliere de cette maniere avantageuse, 
ladite, ou au moins une desdites, paire(s) d'oligonucleotides 3' et 5' capable, dans 
les conditions d'hybridation definies sous i. ci-dessus, de s'hybrider a l'ADN ou 
l'ADNc d'un recepteur pl40.INH (ou pl40.ACT), et de ne pas s'hybrider a l'ADN 
ou l'ADNc d'un recepteur pi 40. ACT (ou respectivement pl40.INH) est en outre 
capable de ne pas s'hybrider dans les memes conditions d'hybridation a l'ADN ou 
l'ADNc d'un recepteur p70.INH ou p70.ACT. 

Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, l'oligonucleotide 5' 
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d'une dite paire ^oligonucleotides 3' et 5' utilisee pour im recepteur cible NKR 
(ou contrepartie de NKR) est capable, dans les conditions d'hybridation definies 
sous i. ci-dessus, de s'hybrider a l'ADN ou a l'ADNc d'un recepteur contrepartie 
de NKR (ou respectivement NKR), contrepartie fonctionnelle dudit recepteur 
cible NKR (ou respectivement contrepartie de NKR). Selon une disposition 
avantageuse de ce mode de realisation, la sequence de Toligonucleotide 5 1 d ! une 
dite paire d'oligonucleotides 3' et 5' utilisee pour un recepteur cible NKR (ou 
contrepartie de NKR) comprend la sequence de I'oligonucleotide 5' d ? une autre 
dite paire d'oligonucleotides 3' et 5* ay ant pour recepteur cible un recepteur 
contrepartie de NKR (ou respectivement NKR), contrepartie fonctionnelle dudit 
recepteur cible NKR (ou respectivement contrepartie de NKR). 

Selon un autre mode de realisation avantageux de l'invention, 
T oligonucleotide 3' d'une dite paire d'oligonucleotides 3' et 5\ utilisee pour un 
recepteur cible KAR, est capable, dans les memes dites conditions dliybridation, 
de s'hybrider a l'ADN ou ADNc dudit recepteur cible KAR au niveau d'un 
enchainement nucleotidique qui comprend une sequence correspondant, selon le 
code genetique universel, et en tenant compte de la degenerescence dudit code, a 
la sequence d'acides amines Lys He Pro Phe Thr lie (K I P F T I) ou Lys Leu 
Pro Phe Thr De (K L P F T I) (SEQ ID n°26 ou 27). 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux de l'invention, 
ladite (ou au moins une desdites) paire(s) d'oligonucleotides 3 5 et 5 5 ayant pour 
recepteur cible un recepteur KIR est choisie parmi le groupe de paires 
d'oligonucleotides 3' et 5' constitue par : 

un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ED n°l, ou une sequence en 
derivant, et au moins un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°5, 
n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en derivant, 

un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°4, ou une sequence en 
derivant, et au moins un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°5, 
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n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en derivant, 

un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°9, ou une sequence en 
derivant, et au moins un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°5, 
n°2, n°6 ou n°7 5 ou une sequence en derivant, 

au moins un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°10, n°l 1, n°12, 
ou n°13, ou une sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la 
sequence SEQ ED n°14, ou une sequence en derivant. 

Par sequence derivant d'une premiere sequence, nous entendons dans la 
presente demande une sequence derivee de la premiere notamment par inversion, 
deletion, addition, ou substitution de nucleotide(s), et presentant les proprietes 
dtiybridation que l'acide nucleique correspondant a la premiere sequence presente 
dans les conditions i. ci-avant definies. 

Selon une disposition de ce mode de realisation particulierement 
avantageux, ladite paire d'oligonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur cible un 
recepteur p58.1 correspond a un oligonucleotide 5* comprenant la SEQ ED n°l } ou 
une sequence en derivant, et un equimelange de quatre oligonucleotides 3', 
chacun d'eux comprenant la SEQ ID n°5, n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en 
derivant. 

Selon une autre disposition de ce mode de realisation particulierement 
avantageux, ladite paire d' oligonucleotides 3' et 5 ? ayant pour recepteur cible un 
recepteur p58.2 correspond a un oligonucleotide 5' comprenant la SEQ ID n°4, ou 
une sequence en derivant, et un equimelange de quatre oligonucleotides 3', 
chacun d ! eux comprenant la SEQ ID n°5, n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en 
derivant. 

Selon encore une autre disposition de ce mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d' oligonucleotides 3' et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur p70.INH correspond a un oligonucleotide 5* 
comprenant la SEQ ID n°9, ou une sequence en derivant, et un equimelange de 
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quatre oligonucleotides 3', chacun d'eux comprenant la SEQ ED n°5, n°2 5 n°6 ou 
n°7, ou une sequence en derivant. 

Selon encore une autre disposition de ce mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d' oligonucleotides 3' et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur pl40.INH correspond a un equimelange de quatre 
oligonucleotides 5', chacun d'eux comprenant la SEQ ID n°10, n°ll, n°12 ou 
n°13, ou une sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la SEQ 
ID n°14, ou une sequence en derivant. 

Selon un autre mode de realisation particulierement avantageux de 
l'invention, ladite (ou au moins une desdites) paire(s) d 5 oligonucleotides 3' et 5' 
ayant pour recepteur cible un recepteur KAR est choisie parmi le groupe de 
paires d'oligonucleotides 3 ? et 5 ? constitue par : 

- un oligonucleotide 5 1 comprenant la sequence SEQ ED n°l, ou une sequence en 
derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°3, ou une 
sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ED n°8, ou une sequence en 
derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ED n°3 5 ou une 
sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°9, ou une sequence en 
derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°3, ou une 
sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°15, ou une sequence 
en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ED n°3, ou une 
sequence en derivant. 

Selon une disposition de cet autre mode de realisation particulierement 
avantageux, ladite paire d' oligonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur cible un 
recepteur p50.1 correspond a un oligonucleotide 5' comprenant la SEQ ED n°l, ou 
une sequence en derivant, et un oligonucleotide 3* comprenant la SEQ ID n°3, ou 
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une sequence en derivant. 

Selon une autre disposition de cet autre mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire <T oligonucleotides 3' et 5 5 ayant pour 
recepteur cible un recepteur p50.2 correspond a im oligonucleotide 5 ! comprenant 
la SEQ ID n°8, ou une sequence en derivant, et un oligonucleotide 3* comprenant 
la SEQ ID n°3, ou une sequence en derivant. 

Selon encore une autre disposition de cet autre mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d' oligonucleotides 3 5 et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur p70.ACT correspond a un oligonucleotide 5' 
comprenant la SEQ ID n°9, ou une sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' 
comprenant la SEQ ID n°3 ; ou une sequence en derivant. 

Selon encore une autre disposition de cet autre mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d'oligonucleotides 3' et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur pi 40. ACT correspond a un oligonucleotide 5 f 
comprenant la SEQ ID n°15, ou une sequence en derivant, et un oligonucleotide 
3* comprenant la SEQ ID n°3, ou une sequence en derivant. 

Selon encore un autre mode de realisation particulierement avantageux de 
Tinvention, ladite (ou au moins une desdites) paire(s) d'oligonucleotides 3' et 5' 
ayant pour recepteur cible un recepteur NKG2 est choisie parmi le groupe de 
paires d'oligonucleotides 3' et 5' constitue par : 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°16, ou une 
sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID 
n°17, ou une sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°18, ou une 
sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID 
n°17, ou une sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5* comprenant la sequence SEQ ID n°19, ou une 
sequence en derivant, et un oligonucleotide 3 ! comprenant la sequence SEQ ID 
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n°17, ou une sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°20, ou une 
sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID 
n°21, ou une sequence en derivant. 

Selon une premiere disposition de cet encore autre mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d' oligonucleotides 3' et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur NKG2A (inhibiteur) correspond a un oligonucleotide 
5 1 comprenant la SEQ ID n°16, ou une sequence en derivant, et un 
oligonucleotide 3' comprenant la SEQ ED n°17, ou une sequence en derivant. 

Selon une deuxieme disposition de cet encore autre mode de realisatior 
particulierement avantageux, ladite paire d' oligonucleotides 3 5 et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur NKG2B (inhibiteur) correspond a un oligonucleotide 
5' comprenant la SEQ ID n° 1 8, ou une sequence en derivant, et un 
oligonucleotide 3* comprenant la SEQ ED n°17, ou une sequence en derivant. 

Selon une troisieme disposition de cet encore autre mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d' oligonucleotides 3' et 5 5 ayant pour 
recepteur cible un recepteur NKG2C (activateur) correspond a un oligonucleotide 
5' comprenant la SEQ ID n°19, ou une sequence en derivant, et im 
oligonucleotide 3' comprenant la SEQ ID n°17, ou une sequence en derivant. 

Selon une quatrieme disposition de cet encore autre mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d' oligonucleotides 3 5 et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur NKG2D (activateur) correspond a un oligonucleotide 
5 ! comprenant la SEQ ED n°20, ou une sequence en derivant, et un 
oligonucleotide 3' comprenant la SEQ ED n°21, ou une sequence en derivant. 

Lesdites conditions favorables a Thybridation de la ou des paires 
^oligonucleotides 3' et 5' mises en contact avec l'ADN ou l'ADNc de l'echantillon 
biologique correspondent avantageusement a une incubation pendant 1 min dans 
un tampon [Tris-HCl 20mM pH8,4; KC1 50mM; MgCl 2 2,5mM] a une 
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temperature comprise entre 50°C et 65°C environ. De telles conditions sont en 
particulier presentees dans les exemples. 

De maniere avantageuse, les deux oligonucleotides 3' ou 5 5 d'une meme 
dite paire sont chacun couples a un marqueur, notamment couplee a un marqueur 
fluorescent ou radioactif, tel que du 32 P, permettant la revelation des hybrides 
qu'ils forment eventuellement avec lesdites populations ADN ou ADNc dudit 
echantillon biologique. 

De maniere egalement avantageuse, ladite (ou lesdites) paire(s) 
d'oligonucleotide(s) 3' et 5' sert (servent) damorces respectivement 3' et 5' pour 
une extension par ADN polymerase, telle qu'une Taq polymerase. Des conditions 
favorables a une telle extension comprennent, outre Taj out d'ADN polymerase, 
Tajout des 4 dNTP (desoxyribonucleoside-triphosphate) en presence d'un tampon 
de type Tris-HCl. 

Lesdits hybrides eventuellement formes sont alors, prealablement a leur 
detection, amplifies par au moins une PCR (amplification en chaine par 
polymerase; cf. les brevets EP 201 184 et EP 200 362) ou RT-PCR dans le cas 
d'ADNc retrotranscrit a partir d'ARNm. Le cas echeant, lesdits hybrides 
eventuellement formes sont amplifies par "Nested PCR" (double PCR emboitee). 
Des exemples de conditions favorables a l'amplification par PCR sont donnes 
Hans les exemples. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de l'invention, ladite 
detection des hybrides eventuellement formes comprend en outre la resolution sur 
gel de polyacrylamide du melange reactionnei issu de la mise en contact, ainsi 
que la revelation de la presence ou de T absence de bandes electrophoretiques 
contenant lesdits hybrides eventuellement formes. 

Selon un autre mode de realisation de l'invention, le repertoire en 
immunorecepteurs documente est quantifie par reference aux quantites de b- 
actine mesurees sur le meme echantillon biologique, ou par reference aux 
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quantites d'une molecule specifique d'un type cellulaire presentes dans ledit 
echantillon biologique, tel que notaminent les molecules CD56 pour les cellules 
NK. 

La methode selon l'invention peut etre appliquee a la documentation d'un 
repertoire genotypique en immimorecepteurs NKR et/ou en immunorecepteurs 
contreparties de NKR : l'etape ii. de mise en contact definie ci-dessus est alors 
realisee avec les populations ADN genomique de l'echantillon biologique. 

La methode selon l'invention peut egalement etre appliquee a la 
documentation d'un repertoire d ; expression en immunorecepteurs NKR et/ou en 
immimorecepteurs contreparties de NKR : l'etape ii. de mise en contact definie ci- 
dessus est alors realisee avec les populations ADNc, retro-transcrites des 
populations ARNm de Techantillon biologique. 

Des echantillons biologiques d'origine humaine ou animate particulierement 
appropries a la mise en oeuvre de la methode selon l'invention comprennent du 
sang peripherique, de la moelle osseuse. des lymphocytes, des cellules NK et/ou 
T, des cellules transgeniques exprimant des immunorecepteurs, une fraction 
isolee a partir de ces echantillons. 

La methode selon l'invention peut etre notamment appliquee au criblage 
d'une banque d'organes, de tissus ou de cellules. 

Elle permet ainsi une meilleure prevision : 

- de l'acceptation ou de rejet, par un homme ou un animal, de cellules, d'un 
tissu ou d'un organe genetiquement different(es), 

- de Finocuite ou de la pathogenicite (effet GVH), pour un homme ou un 
animal, d'une greffe ou transplantation, en particulier de cellules, tissu, ou organe 
genetiquement differences), 

- d'un effet potentiel de type GVL que des cellules, un tissu ou un organe 
genetiquement different(es) pourraient exercer sur un homme ou animal. 

La methode selon l'invention permet egalement le suivi de l'eventuelle 
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apparition de telles reactions apres greffe ou transplantation alio- ou xenogenique. 

La methode selon 1'invention peut egalement etre appliquee a la 
determination de Fetat deactivation de cellules NK et/ou Taun instant donne 
chez un animal ou un homme. Elle permet alors la prevision ou le suivi de l'etat 
de resistance d'un animal ou d'un homme vis-a-vis d'une infection virale, telle 
qu'une infection par un VIH, d'une infection parasitaire, telle que la malaria, 
d'une infection bacterienne, vis-a-vis d'une maladie auto-immune, telle que la 
polyarthrite rhumatoi'de, ou bien encore vis-a-vis du developpement de cellules 
malignes telles que des cellules leucemiques. L'utilisation previsionnelle de la 
methode selon rinvention est d'un interet particulier dans le cadre d'epidemies. 

La methode selon rinvention peut egalement etre avantageusement 
appliquee au criblage de medicaments actifs vis-a-vis de maladies infectieuses, de 
maladies auto-immunes, ou de maladies tumorales. 

La presente invention a egalement pour objet un kit pour la mise en oeuvre 
de ladite methode comprenant dans un recipient, au moins une dite pake 
d' oligonucleotides, les reactifs pour la reahsation de ladite ou lesdites methode(s) 
tels que tampon, marqueur (eventuellement couple aux oligonucleotides de la dite 
paire), ainsi qu ? un mode d'emploi. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention apparaitront 
encore a travers les exemples de reahsation suivants, donnes a titre indicatif et 
non limitatifs. 

Lesdits exemples font reference aux Figures 1 et 2 : 

La Figure 1 represente les produits issus d'une amplification par PCR 
(amplification en chaine par polymerase apres RT transcription enzymatique 
inverse a l'aide de paires d^hgonucleotides selon 1'invention servant d'amorces), 
des sequences codantes pour p50.2 (Fig. 1A) et p58.2 (Fig. IB) dans des cellules 
NK humaines; 

La Figure 2 represente les produits issus d'une amplification par PCR de la 
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sequence codante pour p50.2 a partir du DNA genomique de souris transgeniques 
p50.2 + . 

Exemple 1 : Documentation du repertoire NKR/contreparties de NKR exprime 
par une population de cellules NK hiunaines (RT-PCR). 
1 . Preparation des ARN 

Des preparations ARN ont ete realisees a partir de cellules NK hiunaines 
donees et phenotypees p50.2+ et/ou p58.2+. La technique immunologique ne 
permet pas de documenter precisement un tel repertoire : l'anticorps GL183 
(Immunotech) reconnait a la fois le recepteur NKR inhibiteur p58.2 et sa 
contrepartie activatrice p50.2. Des cellules NK hiunaines clonees et phenotypees 
p50.2" et p58.2" a l'aide de Fanticorps GL183 servent de temoins negatifs. 

Les preparations ARN sont realisees comine suit. 

Extraction 

100 nl de Trizol (Gibco BRL categone n°15596-026) ont ete ajoutes a 10 6 
cellules. On melange en pipetant plusieurs fois, sans utiliser de melangeur a 
vortex. On laisse la solution 5 minutes a temperature ambiante puis on ajoute 
20 |il de chloroforme sans alcool isoamylique. On melange a nouveau sans 
utihser de melangeur a vortex et on laisse la solution se reposer 5 minutes a 
temperature ambiante. On centrifuge alors a 4°C pendant 15 minutes de maniere a 
bien separer la phase organique inferieure, qui contient FADN, de la phase 
aqueuse superieure qui contient TARN. On recupere la phase aqueuse sans 
perturber Finterface entre phase aqueuse et phase organique. 

Precipitation 

50 ^1 d'isopropanol sont ajoutes a la phase aqueuse et on laisse TARN 
precipiter pendant 15 minutes a temperature ambiante. On centrifuge alors 
pendant 10 minutes a 4°C. Le surnageant est elimine, et le culot est lave avec 100 
^1 d'ethanol a 70%. Apres centrifugation pendant 5 minutes a 4°C (7500 g), on 
laisse secher a Tair libre (sans secher sous vide). Le culot d'ARN est remis en 
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suspension dans 20 ml cf H 2 0. 

2. Preparation des paires ^oligonucleotides 
Le tableau 1 ci-dessous presente les paires d' oligonucleotides utilisees. Sont ici 
rapportes les resultats relatifs a rutilisation des paires d'oligonucleotides C (SEQ 
ID n°4 en tant qu'oligonucleotide 5' et un equimelange de SEQ ID n°5, n°2, n°6 et 
n°7 en tant qu'oligonucleotide 3') et D (SEQ ID n°8 en tant qu'oligonucleotide 5' 
et SEQ ED n°3 en tant qu'oligonucleotide 3') presentees dans le tableau L Les 
sequences ADNc, sur la base desquelles ces paires d'oligonucleotides ont ete 
mises au point, sont presentees dans le tableau 2 ci-dessous (nom des clones 
ADNc et numero d'acces sur Genbank). Pour chaque paire d'oligonucleotides, 
ont ainsi ete pris en compte les variants allehques et les variants d'excision- 
epissage (epissage alternatif) connus d'un meme recepteur. 

Chaque paire d'oligonucleotides est construite, apres alignement des 
sequences ADNc connues des differents variants d'un meme recepteur cible (e.g. 
le KIR p58.2), de maniere a ce que cette paire puisse determiner, sur Tensemble 
de ces variants, les bornes d'un fragment consensus, sans pour autant pouvoir 
faire de meme sur un quelconque variant du recepteur contrepartie du recepteur 
cible (e.g. le KAR p50.2). La sequence de chaque ohgonucleotide d'une meme 
paire est ensuite optimisee de maniere a ce que la temperature d'annelage 
(annealing en anglais) de chacune d'elles soit proche (e.g. AT < 5°C). 

Chaque oligonucleotide presente en effet une temperature d'annelage (ou 
dTiybridation) qui lui est propre. Cette temperature d'annelage est fonction du 

rapport R = xlOO et de la longueur de l'oligonucleotide 

nombre total de bases 

(A + T + G + C) 

considere, selon la formule : Temperature d'annelage (ou dTiybridation) d'un 
ohgonucleotide = 

Tm = 69,3 + 0,41(R)- — r (en°C) 

longueur en pb 
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Or, dans une reaction de type amplification en chaine par polymerase les 
oligonucleotides d'une meme paire doivent pouvoir tous deux s'anneler au 
recepteur cible dans des conditions de reaction communes, ceci afin de servir 
d'amorces a ramplification du fragment consensus. Si les oligonucleotides d'une 
meme paire presentent des temperatures propres d'annelage proches (e.g. 54°C et 
56°C), ils pourront sTiybrider an recepteur cible, sans pour autant s'hybrider au 
recepteur contrepartie correspondant, a une temperature de 54°C ou 55°C. 

Si les oligonucleotides d'une meme paire presentent par contre des 
temperatures propres d'annelage tres distantes (e.g. 49°C et 56°C), la reaction 
dTiybridation au recepteur cible est preferentiellement conduite a la plus basse 
des deux temperatures (e.g. 49°C ou 50°C) ; ce qui permet de maintenir la 
reconnaissance de sa cible nucleotidique par l'oligonucleotide dont la temperature 
propre d'annelage est la plus basse. Dans cette situation, une diminution de 
specificite peut toutefois intervener : il peut etre observe que certaines paires 
^oligonucleotides parviennent, dans de telles conditions de temperature, a 
s'hybrider au recepteur-contrepartie du recepteur cible. Une maniere de remedier 
a cette perte de specificite consiste a augmenter la longueur de l'oligonucleotide 
dont la temperature propre d'annelage est la plus basse, sans faire perdre a la 
paire ^oligonucleotides consideree sa specificite. 

3. Amplification en chaine par polymerase apres transcription enzvmatique 
inverse fRT-PCR) 

5 \xg d'ARN totaux sont transcrits en ADNc par incubation avec une 
transcriptase inverse (RT) a l'aide du kit First Strand DNA-Ready to go 
(Pharmacia). 10 \i\ d'ADNc sur les 33 \il obtenus sont mis en contact avec les 
paires d' oligonucleotides C et D qui servent alors d'amorces (cf. tableau 1): 10 jal 
de produit issu de RT; Tampon PGR 10X : lOjil; MgCl 2 50mM; dXTP 10 mM; 
Oligonucleotides 3' a 10 |iM : 5 (il; Oligonucleotide 5 1 10 \iM : 5 (il; Taq 
polymerase : 0 ; 5 ^1; H 2 0 : qsp 100 \il L'amplification par PGR (DNA engine 
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PTC 200, MJ Research, Massachussets) est realisee en suivant les etapes 
suivantes : 

- etape n°l (denaturation initiale) : 5 min a 94°C, 

- etape n°2 : 35 cycles comprenant 

a) denaturation 1 min a 94 °C 

b) annelage 1 min a 55°C pour 
la paire C et 50°C pour la 
paire D ^oligonucleotides, 

c) extension 1 min a 72°C, 

- etape n°3 : (extension finale) : 

1 mina72°C. 

La duree de Fextension 2c peut etre augmentee si le fragment a amplifier a une 
grande taille (e.g. superieure a 1000-1400pb environ). 

La temperature de Fetape d'annelage 2b depend de la paire ^oligonucleotides 
utilises comme amorces (cf. point 2. ci-avant). Elle correspond a une temperature 
consensus entre les temperatures propres d'annelage de chacun des deux 
oligonucleotides faisant paire (temperature moyenne ou temperature la plus basse 
des deux). Cette temperature est generalement comprise entre 45°C et 70°C, 
preferentiellement entre 50°C et 65°C. 

10 |il des produits issus de 1' amplification par RT-PCR sont resolus par 
electrophorese sur gel d ! agarose a 2% en parallele avec des marqueurs de poids 
moleculaires (M). 

Les resultats sont illustres sur les figures 1A et IB. 

La figure 1 illustre 1'amplification par PCR apres RT (transcription enzymatique 
inverse) des sequences codantes pour p58.2 et p50.2 de cellules NK humaines. 
En figure 1A est illustree le resultat de la resolution electrophoretique des 
produits issus de Tamplification par RT-PCR apres mise en contact de la paire 
d ! amorces D selon Finvention (cf. tableau 1) avec les populations ADNc de 
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cellules NK humaines phenotypees p50.2 + et p58.2 + (piste +) a l'aide de 
Fanticorps GL183, ou avec les populations ADNc de cellules NK humaines 
phenotypees p50.2" et p58.2* (piste -) a l'aide de ce meme anticorps GL183. En 
piste M, sont resolus des marqueurs de poids moleculaire. 
En figure IB, est illustree le resultat de la resolution electrophoretique des 
produits issus de Famplification par RT-PCR apres mise en contact de la paire 
d'amorces C selon Finvention (cf. tableau 1) avec les populations ADNc de 
cellules NK humaines phenotypees p50.2 + et p58.2 + (piste +) a Faide de 
Fanticorps GL183, ou avec les populations ADNc de cellules NK humaines 
phenotypees p50.2~ et p58.2* (piste -) a Faide de ce meme anticorps GL183. En 
piste M, sont resolus des marqueurs de poids moleculaire. 
D peut observe que les paires ^oligonucleotides C et D selon Finvention 
permettent de reconnaitre respectivement un phenotype, respectivement, p58.2* 
et p50.2 + , en reconnaissant un fragment de, respectivement, 653 pb et 533pb. La 
methode selon Finvention permet done de discriminer entre un phenotype p58.2 + 
(recepteur KIR, a fonction inhibitrice) et un phenotype p50.2 + (recepteur KAR 
contrepartie de p58.2, a fonction activatrice), ce qui n'etait jusqu'a present pas 
reahsable sous sequen?age. 

Exemple 2 : Documentation du repertoire genetique (potentiel) 
NKR/contreparties de NKR d'une population de splenocytes de souris 
transgeniques p50.2 + (PCR). 

1 - Preparation des ADN 
Des preparations ADN ont ete reahsees a partir de splenocytes de souris 
transgeniques p50.2 + . La technique immunologique ne permet pas de determiner 
si de tels splenocytes sont p50.2 + (recepteur KAR, activateur) ou p58.2 + 
(recepteur KIR, inhibiteur, ou bien encore p50.2 + et p58.2 + ). Des splenocytes de 
souris non transgeniques (p50.2") servent de temoins negatifs. 
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Extraction 

Cette etape est realisee comme decrit en exemple 1. Les ADN etant contenus 
dans la phase organique inferieure, c'est ici cette phase qui est recuperee apres 
avoir elimine la phase aqueuse et im peu d'interface. 
Precipitation 

On ajoute 30 \x\ d'ethanol a 100% et on laisse reposer 5 minutes a temperature 
ambiante. Apres centrifiigation pendant 5 minutes a 4°C (2 OOOg), on jette le 
surnageant et on lave le culot avec 100 ^1 de citrate de sodium 0,1M dans de 
l'ethanol a 10%. On laisse 30 minutes a temperature ambiante en melangeant de 
temps en temps. On centrifuge pendant 5 minutes a 4°C (2 OOOg). On repete ce 
lavage une seconde fois. 

Le culot d'ADN obtenu est remis en suspension dans 200 ^1 Methanol a 70%. On 
laisse 15 minutes a temperature ambiante en melangeant de temps en temps et on 
centrifuge pendant 5 minutes a 4°C (2 OOOg). 

Le culot est mis a secher brievement sous vide (1 a 2 ng d'ADN environ sont 
obtenus) et est remis en suspension dans 10 ^1 de NaOH 8mM. En cas de 
presence de materiel insoluble, on microcentrifuge 10 minutes a temperature 
ambiante. On transfere le surnageant dans un nouveau tube. Le pH est neutralise 
en ajoutant 1,25 ul dUepes 0,1 M pour 10 \il 

2 - Preparation des paires d'oligonucleotides 

Les paires ^oligonucleotides sont preparees comme decrit en exemple 1 . Sont ici 
rapportes les resultats relatifs a la paire D ^oligonucleotides (SEQ ID n°8 en tant 
qu'oligonucleotide 5' et SEQ ED n°3 en tant qu'oligonucleotide 3') selon 1'invention 
(cf tableau 1 ci-dessous). 

3 - Amplification en chaine par polymerase CPCR) 

L'amplification en chaine par polymerase est realisee comme decrit en exemple 1 
en mettant en contact les preparations d'ADN genomiques obtenues avec des 
paires ^oligonucleotides D servant alors d'amorces. 
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Les produits issus de l'amplification sont resolus sur gel d'agarose a 2% en 
parallele avec des marqueurs de poids moleculaires (M). 
Les resultats de resolution electrophoretique sur gel d'agarose a 2% des produits 
issus de la PCR sont illustres par la figure 2. 

La figure 2 illustre l'amplification par PCR de la sequence codante pour p50.2 a 
partir du DNA genomique de splenocytes de souris transgeniques p50.2 + : y est 
illustree le resultat de la resolution electrophoretique des produits issus de 
l'amplification par PCR apres mise en contact de la paire d'amorces D selon 
I'invention (cf tableau 1) avec les populations ADN de splenocytes de souris 
transgeniques p50.2" (pistes +) ou de souris non transgeniques p50.2" (pistes -). 
En piste M, sont resolus des marqueurs de poids moleculaires. 

Les amorces D selon I'invention permettent de reconnaitre un fragment de 
533 pb present sur 1'ADN de splenocytes murins p50.2 + et absent sur 1'ADN de 
splenocytes murins p50.2". 

Des resultats comparables ont ete obtenus avec les paires 
d'oligonucleotides A, B et E a L presentees dans le tableau 1 ci-apres et ont 
egalement permis de documenter les recepteurs vises (cf colonne "molecule 1 * du 
tableau 1). 

Les repertoires NKR et/ou contreparties de NKR ainsi documentes peuvent 
etre, notamment a Taide d'etudes biostatiques classiques, correles a des situations 
physiologiques ou pathologiques donnees, liees a ces repertoires, et au controle 
de Tactivation des cellules les exprimant en general 
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REVENDICATIONS 

l.Methode in vitro de documentation d'un repertoire en 
immunorecepteur(s) NKR comprenant notamment les recepteurs KIR p58.1, 
p58.2, p70.INH, pl40.INH, et les recepteurs NKG2A et NKG2B, et/ou d'un 
repertoire en immunorecepteur(s) contrepartie(s) de NKR, comprenant 
notamment les recepteurs KAR p50.1, p50.2, p70.ACT, pl40.ACT, et les 
recepteurs NKG2C, NKG2D, NKG2E, NKG2F, ces immunorecepteurs etant 
ci-apres designe(s) recepteur(s) cible(s), caracterisee en ce qu'elle comprend : 

i. 1' utilisation d'au moins line paire d'oligonucleotides, Tun etant designe 
oligonucleotide 3' et 1' autre oligonucleotide 5', les oligonucleotides 3' et 5* 
d'une meme dite paire etant tous deux capables, dans des conditions 
d'hybridation correspondant a une incubation pendant 1 min dans un tampon 
[Tris-HCl 20mM pH8,4; KC1 50mM; MgCL 2,5mM] a une temperature 
comprise entre 50°C et 65°C environ, de s'hybrider a l'ADN ou a l'ADNc 
d'un recepteur cible NKR, ou contrepartie de NKR, mais ne s'hybridant pas, 
dans les memes conditions d'hybridation, avec l'ADN ou l'ADNc d'un 
recepteur contrepartie de NKR, ou respectivement d'un recepteur NKR, 
contrepartie fonctionnelle dudit recepteur cible. 

ii. la mise en contact de populations ADN ou ADNc d'un echantillon 
biologique d'origine humaine on animale pour lequel on souliaite documenter 
le repertoire en immunorecepteur(s) cible(s), avec un exces d'au moins ime 
paire d'oligonucleotides 3' et 5' selon i. dans des conditions favorables a 
1'hybridation de cette paire oligonucleotides 3' et 5' sur les ADN ou sur les 
ADNc de l'echantillon biologique, et 

iii. la detection des hybrides eventuellement formes entre ces ADN ou ADNc 
et la ou les paire(s) d'oligonucleotides 3' et 5'. 
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2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite ou au 
moins une desdites paire(s) d'oligonucleotides 3' et 5' utilisee(s) est en outre 
capable, dans les memes conditions d'hybridation que celles definies sous i., 
de ne pas s'hybrider a l'ADN ou ADNc d'un recepteur, indifferemment NKR 
ou contrepartie de NKR, autre que ledit recepteur cible. 

3. Methode selon Pune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que l'oligonucleotide 5' d'une dite paire d'oligonucleotides 
3' et 5' utilisee pour un recepteur cible NKR (ou contrepartie de NKR) est 
capable dans les memes dites conditions d'hybridation de s'hybrider a l'ADN 
ou a l'ADNc d'un recepteur contrepartie de NKR (ou respectivement NKR), 
contrepartie fonctionnelle dudit recepteur cible NKR (ou respectivement 
contrepartie de NKR). 

4. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que l'oligonucleotide 3' d'une dite paire d'oligonucleotides 
3'et 5', utilisee pour un recepteur cible KAR, est capable, dans les memes 
dites conditions d'hybridation, de s'hybrider a l'ADN ou ADNc dudit 
recepteur cible KAR au niveau d'un enchainement nucleotidique qui 
comprend une sequence correspondant, selon le code genetique universel, et 
en tenant compte de la degenerescence dudit code, a la sequence d'acides 
amines Lys He Pro Phe Thr He (K I P F T I) ou Lys Leu Pro Phe Tlir He (K L 
P F T I) (SEQ ID n°26 ou 27). 

5. Methode selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite (ou au moins une desdites) paire(s) 
d'oligonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur cible un recepteur KIR est 
choisie parmi le groupe de paires d'oligonucleotides 3' et 5' constitue par : 
un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°l, ou une sequence 
en derivant, et au moins un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ 
ID n°5, n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en derivant, 
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un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°4, ou ime sequence 
en derivant, et au moins un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ 
ID n°5, n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en derivant, 

im oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°9 5 ou une sequence 
en derivant, et au moins un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ 
ED n°5, n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en derivant, 
au moins un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°10, n°ll, 
n°12, ou n°13, ou une sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' 
comprenant la sequence SEQ ID n°14, ou une sequence en derivant. 

6. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite (ou au moins une desdites) paire(s) 
d'oligonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur cible un recepteur KAR est 
choisie parmi le groupe de paires d'oligonucleotides 3 5 et 5' constitue par : 

- un oligonucleotide 5* comprenant la sequence SEQ ID n°l, ou une sequence 
en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ED n°3, ou 
une sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°8, ou une sequence 
en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°3, ou 
une sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°9, ou une sequence 
en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°3, ou 
une sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°15, ou une 
sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ 
ID n°3, ou une sequence en derivant. 

7. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite (ou au moins une desdites) paire(s) 
d'oligonucleotides 3' et 5 5 ayant pour recepteur cible un recepteur NKG2 est 
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choisie parmi le groupe de paires ^oligonucleotides 3' et 5' constitue par : 
iin oligonucleotide 5* comprenant la sequence SEQ ID n°16. ou une sequence 
en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°17, 
ou une sequence en derivant, 
5 un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°18, ou une sequence 
en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°17, 
ou une sequence en derivant, 

un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°19, ou une sequence 
en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ED n°17, 
10 ou une sequence en derivant, 

• un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ED n°20, ou une 
sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ 
ED n°2 1 , ou une sequence en derivant. 

08. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
15 caracterisee en ce que les deux oligonucleotides 3' ou 5 5 d'une meme dite 
paire sont chacun couples a un marqueur, notamment couplee a un marqueur 
fluorescent ou radioactif, tel que du 32 P, pennettant la revelation des hybrides 
qu'ils forment eventuellement avec lesdites populations ADN ou ADNc dudit 
echantillon biologique. 
20 9. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite (ou lesdites) paire(s) ^oligonucleotide^) 3* et 5' 
sert (servent) d'amorces respectivement 3' et 5' pour une extension par ADN 
polymerase. 

10. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
25 caracterisee en ce que lesdits hybrides eventuellement formes sont amplifies 

par au moins une PCR prealablement a leur detection. 

1 1 . Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que lesdits hybrides eventuellement formes sont amplifies 
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par "Nested PCR M (double PCR emboitee). 

1 2 . Methode selon 1' une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite detection des hybrides eventuellement formes 
comprend en outre la resolution sur gel de polyacrylamide du melange 
reactionnel issu de la mise en contact, ainsi que la revelation de la presence 
ou de Tabsence de bandes electrophoretiques contenant lesdits hybrides 
eventuellement fonnes. 

13. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la documentation d'un repertoire 
genotypique en immunorecepteurs NKR et/ou en immunorecepteurs 
contreparties de NKR. 

14. Methode selon Time quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la documentation d'un repertoire 
d 5 expression en immunorecepteurs NKR et/ou en immunorecepteurs 
contreparties de NKR. 

15. Methode selon Time quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ledit echantillon biologique d'origine humaine ou 
animale est du sang peripherique, de la moelle osseuse, des lymphocytes, des 
cellules NK et/ou T 5 des cellules transgeniques exprimant des 
immunorecepteurs, une fraction isolee a partir de ces echantillons. 

16. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle est appliquee au criblage d'une banque d r organes, de 
tissus ou de cellules. 

17. Methode selon Time quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la prevision ou au suivi de 
Tacceptation ou du rejet, par im homme ou un animal, de cellules, tissu ou 
organe genetiquement different(es). 

18. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
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caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la prevision ou au suivir de 
I'inocuite ou de la pathogenicity (GVH) d'une greffe ou transplantation, par 
un homme ou un animal, de cellules, tissu ou organe genetiquement 
different(es). 

5 19. Methode selon Time quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la prevision ou au suivi, pour un 
hoinme ou un animal, d'un effet de type GVL de la part de cellules, tissu ou 
organe genetiquement different(es). 

20. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
10 caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la determination de l'etat 

d'activation de cellules NK et/ou T a un instant donne chez un animal ou un 
homme. 

21. Methode selon rune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la prevision ou au suivi de l'etat de 

15 resistance d'un animal ou d'un homme vis-a-vis d'une infection virale, telle 
qu'une infection par un VIH, d'une infection parasitaire, telle que la malaria, 
d'une infection bacterienne, vis-a-vis d'une maladie auto-immune, telle que la 
polyarthrite rhumatolde, ou bien encore vis-a-vis du developpement de 
cellules malignes telles que des cellules leucemiques. 

20 22. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle est appliquee au criblage de medicaments actifs vis- 
a-vis de maladies infectieuses, de maladies auto-immunes, ou de maladies 
tumorales. 

23. Kit pour la mise en oeuvre de la methode selon l'une quelconque des 
25 revendications 1 a 22, caracterise en ce qu'il comprend, dans im recipient, au 
moins une dite paire d' oligonucleotides 3* et 5', les reactifs pour la realisation 
de ladite ou lesdites methode(s) tels que tampon, marqueur (eventuellement 
couple aux oligonucleotides de la dite paire), ainsi qu'un mode d'emploi. 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATIONS GENE RALES; 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: I. N. S. E. R M. 

{ B) FUE: 101 rue de Tolbiac 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75654 

tii) TIT RE DE L' INVENTION: Methode de documentation en iir.-nunorecepteurs 
MKR et en immunorecepteurs contreparties de NKR 

■.iii) NOM BRE DE SEQUENCES: 27 

(iv) FOFME DECHIFF RA ELE PAR CRDINATEUR 
(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 
( B) ORDINATEUR I B4 PC compatible 
<C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC- DO S/M S- DO S 
<D) LOGICIEL: Patentln Peiease #1.0, Version rfl. 3C (OEB) 

2: INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

•i) CARACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
iA) LONGUEUR 13 paires de bases 
t B) TYPE: nucleotide 

(C) NOM BRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

iij TYPE DE MOLECULE: Autre aciae nucleique 

:vi) ORIGINE: 

(C) IMDIVIDU/ISOLE: p5S. 1 FOR 

:xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

AGTCGCATGA CGCAAGAC 18 



3- INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

i) CA FACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
■:A) LONGUEUR IS paires de bases 
i B) TYPE: nucleotide 
iC) NOM BRE DE ERINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

:ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

t.vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: ITIM N-term BKCK 

ixi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

CAACTGTGTG TATGTCAC 18 

i'4i INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

;i) CARACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR IS paires de bases 
I B) TYPE: nucleotide 

(C) NOM BRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 99/20794 



PCT/FR98/02244 



(ii) 



TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 



(vi) 



ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: TM-ACT BkCK 



<xi) 



DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 



GATGGTGAAA GGGATTTT 



18 



(5) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: iineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleioue 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: p58.2.FOR 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: -1: 

GGTCCCATGA TGCAAGAC 18 



(6) INFO FMAT I CMS POUR LA SEQ 11 NO: 5: 

(i } CA FACT E RI ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR 19 paires de bases 

( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

( D ) CONFIGU RATION: iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(vi) ORIGINE: 

X C) INDIVIDU/ISOLE: ITIM M-term 3\CK 



;xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID MC: 5: 

CAACTGTGTA TATGTCAC 18 



(7) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID MO: 6: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A! LONGUEUR 13 paires de bases 
t B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: Iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleiaue 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: ITIM N-term mCK 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

CAACTGTGCA TATGTCAC 18 
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(8) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTE KC STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: ITIM N-term BVCK 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

CAACTGTGCG TATGTCAC 18 

(9) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(vi) CRIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: p58. 2 FOR 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

GGTCCCATGA TGCAAGAC 18 



(10) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de oases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: p70. FOR 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

CCCGTGGTGA TCATGGTC 



(11) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
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(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: ITIM N- terra. FO R 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

GTGACATACA CACAGTTG 

(12) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

<i) CAR&CTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
i B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRENS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: ITIM N-term. FO R 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

GTGACATACG CACAGTTG 



(13) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

ii) CARkCTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRIMS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINE; 

(CJ INDIVIDU/ISOLE: ITIM N-term. FOR 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

GTGACGTACA CACAGTTG 18 



(14; INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

•;ij CARACTE RI ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR IS paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
I'D) CONFIG*: RATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: ITIM N-term. FOR 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

GTGACGTACG CACAGTTG 18 

(15) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CA RA.CTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRENS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
<vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: Ext C-term H^CK 

txi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ. ID NO: 14: 

ACCTGACTGT GGTGCTCG 18 



(16) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CA RACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 24 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINE: 

f C ) INDIVIDU/ISOLE: pl40. FOR 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 

ACCTACAGAT GTTATGGTTC TGTT 2 4 



(17; INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CA RACTE RC STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 21 paires de bases 
{ B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: NKG2A. FO R 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

TCTACATTAA TACAGAGGCA C 21 



(IS' INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CA RACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: NKG2A/ B / C. BVCK 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 

ATCTATAGAA AGCAGACT 18 



(19) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

■i) CA RACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
; 3) TYPE: nucleotide 
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(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) 0 REGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: NKG2 B FO R 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 

ATTCCCTCAC GTCATTGT 18 

{20) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERI ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 21 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
ivi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: NKG2C. FOR 

<:<i) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 

AGTAAACAAA GAGGAACCTT C 21 



(21) INFO FMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
i.A) LONGUEUR 21 paires de bases 

( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: NKG2D. FOR 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 

AGCAAAGAGG ACCAGGATTT A 21 



(22) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 21 paires de bases 
{ B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: NKG2D. B^CK 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 

CACAGTCCTT TGCATGCAGA T 21 



(23) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 
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(i) CA RACTE PI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOM BEE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucieique 
(vi) ORIGINE: 

<C) INDIVIDU/ISOLE: 5' hCD56 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 

ATCCAGTACA CTGATGAC 18 



(24) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 23: 

(i) CA RACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( B} TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ;.u:re acide nucieique 
(vii ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: 3' hCD56 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 

GTCGATGGAT GGTGAAGA 18 

(25) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 24: 

(i) CA RACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 23 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 
<C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucieique 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: 5' Actine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2 4: 

TACCACTGGC ATCGTGATGG ACT 23 



(26) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 25: 

H) CA RACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR 23 paires de bases 

( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucieique 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: 3' Actine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25: 

TCCTTCTGCA TCCTGTCGGC AAT 23 

(27) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 26: 
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<i) CARACTE PI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 6 acides amines 
( B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRENS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS NON 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2 6 

Lys lie Pro Phe Thr He 
1 5 



(28) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 27 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 6 acides amines 
i B) TYPE: acide amine 
iC) NOMBRE DE BRINS: 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANT I - SENS: NON 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 27 

Lys Leu Pro Phe Thr He 
1 5 
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Moyens de documentation de repertoires 
en immunorecepteurs NKR et/ou en immunorecepteurs contreparties 
activatrices ou non inhibitrices d'immunorecepteurs NKR 

La presente invention concerae des moyens permettant de documenter les 
repertoires d'un individu humain ou animal en immunorecepteurs NKR (Natural 
Killer Receptor) du type des immunoglobulines ou du type des lectines, et en 
immunorecepteurs contreparties activatrices, ou a tout Ie moins non inhibitrices, 
d'immunorecepteurs NKR. EUe vise egalement leurs applications biologiques. 

Les fonctions immunitaires d'un homme ou d'un animal sont definies par 
plusieurs categories de molecules hautement diversifies, telles que notamment le 
systeme des groupes sanguins ABO, la famille des molecules du CMH 
(Complexe Majeur d'Histocompatibilite, appeie chez I 'homme, systeme HLA - 
Human Leukocyte Antigen-), la famille des recepteurs pour 1'antigene des 
lymphocytes T (TCR) et des lymphocytes B (BCR). L' ensemble des molecules 
qu'un individu adulte exprime, ou est capable d'exprimer, pour chacune de ces 
differentes families constitue, exception faite des vrais jumeaux, un repertoire 
evolutif qui lui est propre et qui intervient dans la reconnaissance du soi ou du 
non-soi. 

D'autres grands repertoires ont ete plus recemment identifies. II s'agit du 
repertoire en recepteurs NKR de type immunoglobuline et du repertoire en 
recepteurs NKR de type lectine. Les recepteurs NKR de type immunoglobuline 
comprennent les recepteurs KIR {Killer cell Inhibitory Receptor) tels que 
notamment les recepteurs p58.1, p58.2, p70.INH, pMO.ENH. Les recepteurs 
NKR de type lectine comprennent les recepteurs inhibiteurs NKG2 tels que 
notamment les recepteurs NKG2A et NKG2B. L'ensemble de ces recepteurs 
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NKR sont a fonction inhibimce. Des recepteurs qui leur sont hautement 
homologues, en pamculier au niveau extracytoplasmique, assurent toutefois des 
fonctions activatrices, ou a tout le moins non inhibitrices : il s'agit des recepteurs 
KAR (Killer cell Activawry Receptor) homologues aiL\ recepteurs KIR, et des 
recepteurs NKG2C, NKG2D, NKG2E et NKG2F homologues aux recepteurs 
NKG2A et NKG2B. Les recepteurs contreparties activatrices, ou a tout le moins 
non inhibitrices, de recepteurs inhibiteurs NKR sont ci-apres designes, par souci 
de fluidite, contreparties de NKR. 

Les recepteurs NKR et les recepteurs contreparties de NKR sont 
naturellement exprimes par les cellules NK et par des sous-populations de 
cellules T. Plusieurs de ces recepteurs peuvent etre exprimes par une meme 
cellule. Tous ces recepteurs, qu'ils soient inhibiteurs (i.e. NKR) ou qu'ils soient 
activateurs ou non inhibiteurs (i.e. contreparties de NKR), ont en commun d'avoir 
pour Hgand des molecules qui ne sont pas derivees d'antigene : les ligands des 
recepteurs NKR et des recepteurs contreparties de NKR sont des molecules du 
CMH de classe I. 

La reconnaissance de son hgand par un recepteur NKR declenche la 
transduction a la cellule d'un message visant a inhiber son activite, e.g. diminution 
ou arret de la cytolyse, de la secretion de cytokines, alors que la reconnaissance 
de son ligand par un recepteur contrepartie de NKR y induit un message 
activateur, ou a tout le moins non inhibiteur. A la resultante entre recepteurs NKR 
et recepteurs contreparties de NKR ainsi actives par leurs hgands, correspond un 
signal, globalement negatif ou positif, d'activation des cellules NK et/ou T qui les 
expriment. 

Les recepteurs NKR et leurs contreparties participent ainsi au controle, 
positif ou negatif, des reactions allogeniques d'un systeme immunitaire donne vis- 
a-vis de ce qu'il considere alors comme non-soi par exemple, des cellules 
cancereuses ou infectees, ou bien encore des cellules de greffe ou transplantation 
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alio- ou xeno-genique. 

Les recepteurs NKR et leurs coutreparties participent en effet aux reactions 
entre bote et greffon lors d'line greffe (ou transplantation) de cellules, tissu ou 
organe qui presente(nt) un certain degre d'incompatibilite antigenique avec l'hote. 
L' implication de recepteurs NKR et de leurs contreparties dans la tolerance 
envers des greffes incompatibles, et dans 1'effet selectif de lyse de cellules 
malignes parfois observe apres greffe de moelle osseuse, ou effet GVL (Graft 
Versus Leukemia), a en effet ere demontree in vivo (cf. Cambiaggi et al. 1997, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 94, p. 8088-8092 , Albi et al. 1996, Blood, vol. 
87, n°9, p. 3993-4000). 

Or, les moyens pouvant actuellement etre mis en oeuvre dans un contexte medical 
ne permettent pas de documenter T ensemble des repertoires d'un patient, d'un 
organe, d'un tissu ou de cellules. 

Cest ainsi qu' actuellement, seule la compatibility des molecules HLA-A, HLA-B 
et HLA-DR du donneur et du receveur est verifiee prealablement a une greffe ou 
transplantation alio- ou xeno-genique. Ces criteres de compatibilite n'apparaissent 
toutefois pas comme sufSsants. Des traitements immunosuppresseurs (par 
exemple, a base de cyclosporine) doivent completer ces procedures de greffe ou 
transplantation de maniere a inhiber le systeme immunitaire du patient. De tels 
traitements sont a hauts risques pour le patient qui est alors susceptible de 
developper des infections opportunistes.Ces traitements immunosuppresseurs 
doivent de plus etre maintenus a un certain niveau pendant plusieurs annees, et le 
patient doit alors resister aux efifets deleteres des medicaments. Finalement, la 
reussite de relies procedures de greffe ou transplantation reste incertaine. En effet, 
des rejets de greffe de la part du receveur, ou bien encore, dans le cas de greffes 
comprenant des cellules immuno-competentes, des reactions du greffon contre 
l'hote (effet GVH, Graft Versus Host) sont malgre tout observes. De telles 
reactions de rejet ou de GVH conduisent generalement a de tres severes lesions; 
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actuellement, elles ne peuvent toutefois etre totalement ecartees, et done 
pre venues. 

Des effets benefiques inartendus de greffes allogeniques ont par ailleurs 
parfois ete observes : des greffes allogeniques de moelle osseuse sur des patients 
leucemiques aplasiques ont parfois conduit a un effet therapeutique anti-tumoral 
par lyse des cellules malignes du receveur et preservation de ses cellules saines. 
Cet effet therapeutique selectif, dans lequei sont unpliquees les cellules NK et T, 
est designe par GVL {Graft Versus Leukemia). Potentiellement, une greffe (ou 
une transplantation) de tissu hematopoietique en general, et de moelle osseuse en 
particulier, peut conduire a un effet therapeutique dans le cadre de malignites 
hematologiques telles qu'une leucemie, par lyse selective de celles des cellules du 
receveur qui ne presentent plus les antigenes d'histocompatibilite presentes par les 
cellules saines. Les moyens actuellement disponibles pour le miheu medical ne 
permettent toutefois pas de predire si Forgane ou le tissu considere exercera un 
effet selectif GVL pour le receveur considere. Bien que connu, l'effet selectif 
GVL ne peut done actuellement etre mis a profit dans le cadre d'une therapie anti- 
cancereuse. 

Les moyens actuellement- developpes dans le cadre de recherches 
expenmentales afin de documenter les differents repenoires de cellules humaines 
ou animales ne permettent par ailleurs pas de documenter precisement le 
repertoire en recepteurs NKR et en recepteurs contreparties de NKR : Tidentite 
precise de chaque recepteur NKR ou contrepartie de NKR ne peut etre 
determinee. Du fait de la forte homologie, en particulier au niveau 
extracytoplasmique r entre un recepteur NKR et un recepteur contrepartie de ce 
NKR (e.g. jusqu'a 96% dhomologie entre KIR et KAR), Futilisation d'anticorps 
ne pennet en effet souvent pas de discriminer entre des NKR qui sont inhibiteurs 
et leurs contreparties a fonctions activatrices, ou a tout le moins non inhibitrices. 
Les amorces oligonucleotidiques actuellement disponibles ne permettent quant a 
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elles pas la mise en oeuvre d'une amplification en chaine par polymerase capable 
de discriminer entre par exemple un NKR p58.1 et un NKR p58.2, ou entre un 
NKR p70.INH et un NKR pHO.INH. Finalement, pour documenter precisement 
le repertoire en immunorecepteurs NKR et en leurs contreparties, il faut 
actuellement avoir recours apres une etape de purification des recepteurs vises 
(e.g. par FACScan), a une etape de sequen9age nucleotidique. La documentation 
du repertoire NKR /contreparties de NKR n'est done actuellement pas realisable 
en routine dans un contexte de type medical. Le niveau de stimulation et 
d'inhibition des programmes d' activation des cellules NK et T, et done le 
potentiel de resistance d'trn individu vis-a-vis du developpement d'infections 
microbiennes ou parasitaires, de maladies auto-immunes, ou bien encore de 
cellules malignes, ne peut done etre mesure. II resulte egalement de cette absence 
de moyens adaptes pour la documentation des repertoires NKR/contreparties de 
NKR que les effets selectifs de type GVL ne peuvent etre utilises en therapie, et 
que les reactions GVH ou de rejets lors de greffes ou de transplantations alio- ou 
xeno-geniques ne peuvent etre completement ecartees. 

La presente invention propose done des moyens permettant de documenter, 
pour un echantillon biologique donne, les repertoires en immunorecepteurs NKR 
et en immunorecepteurs contreparties activatrices ou a tout le moins non 
inhibitrices de recepteurs NKR. Ces moyens peimettent notamment de distinguer 
aisement entre un recepteur NKR et sa contrepartie activatrice ou non inhibitrice, 
ainsi que de distinguer entre differents recepteurs NKR, ou entre dififerentes 
contreparties de NKR. Elle vise egalement les applications biologiques, et en 
particuiier medicales et veterinaires, de ces moyens. Uun des aspects essentiels 
selon l'invention consiste a considerer Tensemble des immunorecepteurs NKR et 
contreparties de NKR comme un repertoire, e'est-a-dire comme un ensemble 
coherent, formant une unite par rapport a un tynpe d'activite, en Uoccurence, de 
maniere particulierement avantageuse, le controle de Tactivation lymphocytaire de 
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lliomme ou ranimal dont est issu ledit echantillon biologique (controle negatif 
pour le repertoire des recepteurs NKR, controle positif pour le repertoire des 
contreparties de NKR). L'invention fournit, pour la premiere fois, des moyens 
permettant de documented en routine dans un contexte medical ou veterinaire, 
des repertoires NKR et/ou contreparties de NKR, de maniere a pouvoir analyser 
rapidement et efficacement des situations physiologiques et pathologiques liees a 
ces repertoires. 

Les moyens selon l'invention presentent notamment l'avantage d'etre 
aisement utilisables dans un contexte medical ou veterinaire, par exemple en 
hopital ou cLinique. 

La presente invention a pour objet une methode in vitro de documentation d'un 
repertoire en immunorecepteur(s) NKR comprenant notamment les recepteurs 
KIR p58.1, p58.2, p70.INH, pHO.ENH, et les recepteurs NKG2A et NKG2B, 
et/ou d'un repertoire en immunorecepteur(s) contrepartie(s) de NKR, comprenant 
notamment les recepteurs KAR p50.1, p50.2, p70.ACT, pl40.ACT, et les 
recepteurs NKG2C NKG2D, NKG2E, NKG2F, ces unmunorecepteurs etant ci- 
apres designe(s) recepteur(s) cible(s), caracterisee en ce qu'elle comprend : 

i. P utilisation d'au moms une. paire d 5 oligonucleotides, Pun etant designe 
oligonucleotide 3 7 et 1 7 autre oligonucleotide 5', les oligonucleotides 3' et 5' d'une 
meme dite paire etant tous deux capables, dans des conditions .d'hybridation 
correspondant a une incubation pendant 1 min dans un tampon [Tris-HCl 20mM 
pH8,4; KC1 50mM; MgCl 2 2,5mM] a une temperature comprise entre 50°C et 
65°C environ, de sliybrider a PADN ou a PADNc d'un recepteur cible NKR, ou 
contrepartie de NKR, mais ne s'hybridant pas, dans les memes conditions 
d'hybridation, avec 1'ADN ou FADNc d'un recepteur contrepartie de NKR, ou 
respectivement d'un recepteur NKR, contrepartie fonctionnelle dudit recepteur 
cible, 

ii. la mise en contact de populations ADN ou ADNc d'un echantillon 
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biologique d'origine humaine ou animale pour lequel on souhaite documenter le 
repertoire en immunorecepteur(s) cible(s), avec un exces d'au moins une paire 
d'oligonucleotides 3' et 5' selon i. dans des conditions favorables a 1'hybridation 
de cette pane oligonucleotides 3' et 5 ? sur les ADN ou sur les ADNc de 
l'echantillon biologique, et 

iii.la detection des hybrides eventuellement formes entre ces ADN ou ADNc et la 
ou les paire(s) d' oligonucleotides 3' et 5'. 

Par contrepartie fonctionnelle d'un recepteur, nous entendons dans la 
presente demande un recepteur a structure homologue, en particulier au niveau 
extracytoplasmique, mais a fonction differente : par exemple, une contrepartie 
fonctionnelle du recepteur NKR p58.1 est le recepteur contrepartie de NKR 
p50.1, et reciproquement; de meme le recepteur NKR p58.2 et le recepteur 
contrepartie de NKR p50.2 sont Fun pour l'autre des contreparties fonctionnelles. 

La presente methode pennet done notamment de distinguer un recepteur 
NKR (ou contrepartie de NKR) d'un recepteur con^epartie fonctionnelle de ce 
recepteur. 

La (ou les) paire(s) d'oligonucleotides 3' et 5' est (sont) en particulier 
capables de bonier, sur l'ADN ou TADNc d'un recepteur cible qui leur 
correspond, une sequence d'oligonucleotides (bornes incluses) qui est absente de 
la sequence ADN ou ADNc d'un recepteur avec lequel elle(s) est (sont) 
capable(s) de ne pas stybrider dans les conditions d'hybridation donnees sous i) 
ci-dessus. 

De maniere avantageuse, ladite ou au moins une desdites paire(s) 
d'oligonucleotides 3' et 5' utilisee(s) est en outre capable, dans les memes 
conditions d'hybridation que celles definies sous i., de ne pas sliybrider a l'ADN 
ou ADNc d'un recepteur, indifferemment NKR ou contrepartie de NKR, autre 
que ledit recepteur cible. 

Selon une disposition particuliere de cette maniere avantageuse, ladite (ou 
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au moins une desdites) paire(s) ^oligonucleotides 3' et 5' capable, dans les 
conditions d'hybridation definies sous i. ci-dessus, de s'hybrider a l'ADN ou 
l'ADNc d'un recepteur p58.1 (ou p50.1), et de ne pas s'hybrider a l'ADN ou 
l'ADNc d f un recepteur p50.1 (ou respectivement p58.1) est en outre capable de 
ne pas s'hybrider dans les memes conditions d'hybridation a l'ADN ou l'ADNc 
d'un recepteur p58.2 ou p50.2. 

Selon une deuxieme disposition particuliere de cette maniere avantageuse, 
ladite, ou au moins une desdites, paire(s) ^oligonucleotides 3 r et 5' capable, dans 
les conditions d'hybridation definies sous i. ci-dessus, de s'hybrider a l'ADN ou 
l'ADNc d'un recepteur p58.2 (ou p50.2), et de ne pas s'hybrider a l'ADN ou 
l'ADNc d'un recepteur p50.2 (ou respectivement p58.2) est en outre capable de 
ne pas s'hybrider dans les memes conditions d'hybridation a l'ADN ou l'ADNc 
d'un recepteur p58.1 oupSO.l. 

Selon une troisieme disposition particuliere de cette maniere avantageuse, 
ladite (ou au moins une desdites) paire(s) ^oligonucleotides 3' et 5 f capable, dans 
les conditions d'hybridation defines sous i. ci-dessus, de s'hybrider a l'ADN ou 
l'ADNc d'un recepteur p70.INH (ou p70.ACT), et de ne pas s'hybrider a l'ADN 
ou l'ADNc d'un recepteur p70.ACT (ou respectivement p70.INH) est en outre 
capable de ne pas s'hybrider dans les memes conditions d'hybridation a l'ADN ou 
l'ADNc d'un recepteur pi 40. INH ou pHO.ACT. 

Selon une quatrieme disposition particuliere de cette maniere avantageuse, 
ladite, ou au moins une desdites, paire(s) ^oligonucleotides 3' et 5' capable, dans 
les conditions d'hybridation definies sous i. ci-dessus, de s'hybrider a l'ADN ou 
l'ADNc d'un recepteur pi 40. INH (ou pi 40 .ACT), et de ne pas s'hybrider a l'ADN 
ou l'ADNc d'un recepteur pi 40 ACT (ou respectivement pi 40. INH) est en outre 
capable de ne pas s'hybrider dans les memes conditions d'hybridation a l'ADN ou 
l'ADNc d'un recepteur p70.ENH ou p70.ACT. 

Selon un mode de realisation avantageux de I'invention, l'oligonucleotide 5' 
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d'une dite paire d'oligonucleotides 3' et 5' utilisee pour iin recepteur cible NKR 
(ou contrepartie de NKR) est capable, dans les conditions dTiybridation definies 
sous i. ci-dessus, de s'hybrider a l'ADN ou a l'ADNc d f un recepteur contrepartie 
de NKR (ou respectivement NKR), contrepartie fonctionnelle dudit recepteur 
cible NKR (ou respectivement contrepartie de NKR). Selon une disposition 
avantageuse de ce mode de realisation, la sequence de ['oligonucleotide 5' d'une 
dite paire d'oligonucleotides 3' et 5' utilisee pour un recepteur cible NKR (ou 
contrepartie de NKR) comprend la sequence de 1'oligonucleotide 5' d'une autre 
dite paire d'oligonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur cible un recepteur 
contrepartie de NKR (ou respectivement NKR), contrepartie fonctionnelle dudit 
recepteur cible NKR (ou respectivement contrepartie de NKR). 

Selon un autre mode de realisation avantageux de 1'invention, 
1 ? oligonucleotide 3' d'une dite paire d'oligonucleotides 3' et 5 1 , utilisee pour un 
recepteur cible KAR, est capable, dans les memes dites conditions dliybridation, 
de sTiybrider a l'ADN ou ADNc dudit recepteur cible KAR au niveau d'un 
enchainement nucleotidique qui comprend une sequence correspondant, selon le 
code genetique universel, et en tenant compte de la degenerescence dudit code, a 
la sequence d'acides amines Lys lie Pro Phe Thr He (K I P F T I) ou Lys Leu 
Pro Phe Thr De (K L P F T I) (SEQ ID n°26 ou 27). 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux de I'invention, 
ladite (ou au moins une desdites) paire(s). d'oligonucleotides V et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur KIR est choisie parmi le groupe de paires 
d'oligonucleotides 3' et 5' constitue par : 

un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°l, ou une sequence en 
derivant, et au moins un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°5, 
n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en derivant, 

un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°4, ou une sequence en 
derivant, et au moins un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ED n°5, 
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n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en denvant, 

un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°9, ou une sequence en 
derivant, et au moins un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°5, 
n°2, n 3 6 ou n°7, ou une sequence en derivant, 

au morns un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°10, n°ll, n°12, 
ou n°13, ou une sequence en denvant, et un oligonucleotide 3' comprenant la 
sequence SEQ ID n°14, ou une sequence en derivant. 

Par sequence derivant dune premiere sequence, nous entendons dans la 
presente demande une sequence derivee de la premiere notamment par inversion, 
deletion, addition, ou substitution de nucleotide(s), et presentant les proprietes 
dTiybndation que l'acide nucleique correspondant a la premiere sequence presente 
dans les conditions i. ci-avant definies. 

Selon une disposition de ce mode de realisation particulierement 
avantageux, ladite paire d ? oligonucleotides 3 7 et 5' ay ant pour recepteur cible un 
recepteur p58.1 correspond a un oligonucleotide 5' comprenant la SEQ ID n°l, ou 
une sequence en derivant, et un equimelange de quatre oligonucleotides 3', 
chacun deux comprenant la SEQ ID n°5 : n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en 
derivant. 

Selon une autre disposition de ce mode de realisation particulierement 
avantageux, ladite paire d' oligonucleotides 3' et 5 7 ay ant pour recepteur cible un 
recepteur p58.2 correspond a un oligonucleotide 5 r comprenant la SEQ ID n°4, ou 
une sequence en derivant, et un equimelange de quatre oligonucleotides 3', 
chacun deux comprenant la SEQ ID n°5, n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en 
derivant. 

Selon encore une autre disposition de ce mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d' oligonucleotides 3' et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur p70.MH correspond a un oligonucleotide 5' 
comprenant la SEQ ID n°9, ou une sequence en denvant, et un equimelange de 
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quaere oligonucleotides 3', chacun d f en\ comprenant la SEQ ID n°5, n°2, n°6 ou 
n°7, ou une sequence en derivant. 

Seion encore une autre disposition de ce mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d'oligonucleotides 3' et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur pl40.INH correspond a un equimelange de quatre 
oligonucleotides 5 f , chacun d'eux comprenant la SEQ ID n°10, n°ll, n°12 ou 
n°13, ou une sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la SEQ 
ID n c 14, ou une sequence en derivant. 

Selon un autre mode de realisation particulierement avantageux de 
l'invennon, ladite (ou au moins une desdites) paire(s) d'oligonucleotides 3' et 5' 
ayant pour recepteur cible un recepteur KAR est choisie parmi le groupe de 
paires d'oligonucleotides 3 7 et 5' constitue par : 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°l, ou une sequence en 
derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°3, ou une 
sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5 1 comprenant la sequence SEQ ED n°8, ou une sequence en 
derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°3, ou une 
sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ED n°9, ou une sequence en 
derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ED n°3, ou une 
sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°15, ou une sequence 
en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°3, ou une 
sequence en derivant. 

Selon une disposition de cet autre mode de realisation particulierement 
avantageux, ladite paire d'oligonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur cible un 
recepteur p50.1 correspond a un oligonucleotide 5' comprenant la SEQ ID n°l, ou 
une sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la SEQ ED n°3, ou 
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une sequence en derivant. 

Selon une autre disposition de cet autre mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d'oligonucleotides 3' et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur p50.2 correspond a un oligonucleotide 5' comprenant 
la SEQ ED n°8, ou une sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant 
la SEQ ID n°3, ou une sequence en derivant. 

Selon encore une autre disposition de cet autre mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d'oligonucleotides 3' et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur p70.ACT correspond a un oligonucleotide 5' 
comprenant la SEQ ID n°9, ou une sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' 
comprenant la SEQ ID n°3, ou une sequence en derivant. 

Selon encore une autre disposition de cet autre mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d'oligonucleotides 3' et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur pi 40. ACT correspond a un oligonucleotide 5 ? 
comprenant la SEQ ID n°15, ou une sequence en derivant, et un oligonucleotide 
3' comprenant la SEQ ED n°3, ou une sequence en derivant. 

Selon encore un autre mode de realisation particulierement avantageux de 
{'invention, ladite (ou au moins une desdites) paire(s) d'oligonucleotides 3' et 5' 
ayant pour recepteur cible un recepteur NKG2 est choisie parmi le groupe de 
paires d'oligonucleotides 3' et 5' constitue par : 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°16, ou une 
sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ED 
n°17, ou une sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°18, ou une 
sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ED 
n°17, ou une sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ED n°19, ou une 
sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ED 
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n° 1 7, ou une sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ED n°20, ou une 
sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID 
n°2 1 , ou une sequence en derivant, 

Selon une premiere disposition de cet encore autre mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire dsrfigonucleotides 3' et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur NKG2A (inhibiteur) correspond a un oligonucleotide 
5' comprenant la SEQ ID n° 1 6, ou une sequence en derivant, et un 
oligonucleotide 3' comprenant la SEQ ID n°17, ou une sequence en derivant. 

Selon une deuxieme disposition de cet encore autre mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d'oligonucleotides 3' et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur NKG2B (inhibiteur) correspond a un oligonucleotide 
5' comprenant la SEQ ED n°18, ou une sequence en derivant, et un 
oligonucleotide 3' comprenant la SEQ ID n°17, ou une sequence en derivant. 

Selon une troisieme disposition de cet encore autre mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d'oligonucleotides 3' et 5' ayant pour 
recepteur cible un recepteur NKG2C (activateur) correspond a un oligonucleotide 
5' comprenant la SEQ ED n°19, ou une sequence en derivant, et un 
oligonucleotide 3' comprenant la SEQ ID n°17, ou une sequence en derivant. 

Selon une quatrieme disposition de cet encore autre mode de realisation 
particulierement avantageux, ladite paire d'oligonucleotides 3 5 et 5 5 ayant pour 
recepteur cible un recepteur NKG2D (activateur) correspond a un oligonucleotide 
5 1 comprenant la SEQ ED n°20, ou une sequence en derivant, et un 
oligonucleotide 3' comprenant la SEQ ED n°21, ou une sequence en derivant. 

Lesdites conditions favorables a l'hybridation de la ou des paires 
d'oligonucleotides 3' et 5' raises en contact avec l'ADN ou TADNc de Techantillon 
biologique correspondent avantageusement a une incubation pendant 1 min dans 
un tampon [Tns-HCl 20mM pH8,4; KC1 50mM; MgCl 2 2,5mM] a une 
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temperature comprise entre 50°C et 65°C environ. De telles conditions sont en 
particuiier presentees dans les exemples. 

De maniere avantageuse, les deux oligonucleotides 3' ou 5' d'une meme 
dite paire sont chacun couples a un marqueur, notamment couplee a un marqueur 
fluorescent ou radioactif, tel que du 32 P, permettant la revelation des hybrides 
qu'ils forment eventueUement avec lesdites populations ADN ou ADNc dudit 
echantillon biologique. 

De maniere egalement avantageuse, ladite (ou lesdites) paire(s) 
d'olisonucieotide(s) 3* et 5' sert (servent) d'amorces respectivement 3' et 5' pour 
une extension par ADN polymerase, telle qu'une Taq polymerase. Des conditions 
favorables a une telle extension comprennent, outre Tajout d'ADN polymerase, 
Taj out des 4 dNTP (desoxynbonucleoside-triphosphate) en presence dun tampon 
de type Tris-HCl. 

Lesdits hybrides eventueUement formes sont alors, prealablement a leur 
detection, amplifies par au moins une PCR (amplification en chaine par 
polymerase; cf. les brevets EP 201 184 et EP 200 362) ou RT-PCR dans le cas 
d ! ADNc retrotranscrit a partir d'ARNm. Le cas echeant, lesdits hybrides 
eventueUement formes sont amplifies par "Nested PCR" (double PCR emboitee). 
Des exemples de conditions favorables a ['amplification par PCR sont donnes 
Hans les exemples. 

Selon un autre mode de reahsation avantageux de Tinvention, ladite 
detection des hybrides eventueUement formes comprend en outre la resolution sur 
eel de polyacrylamide du melange reactionnel issu de la mise en contact, ainsi 
que la revelation de la presence ou de T absence de bandes electrophoretiques 
contenant lesdits hybrides eventueUement formes. 

Selon un autre mode de realisation de l' invention, le repertoire en 
immunorecepteurs documente est quantifie par reference aux quantites de b- 
actine mesurees sur le meme echantillon biologique, ou par reference aux 
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quanrites d'une molecule specifique d'un type cellulaire presentes dans ledit 
echantillon biologique, tei que notamment les molecules CD56 pour les cellules 
NK. 

La methode selon l'invention peut etre appliquee a la documentation d ? un 
repertoire genotypique en immunorecepteurs NKR et/ou en immunorecepteurs 
contreparries de NKR : Terape ii. de mise en contact definie ci-dessus est alors 
realisee avec les populations ADN genomique de l'echantillon biologique. 

La methode selon l'invention peut egalement etre appliquee a la 
documentation d ? un repertoire depression en immunorecepteurs NKR et/ou en 
immunorecepteurs contreparries de NKR : I'etape ii. de mise en contact definie ci- 
dessus est alors realisee avec les populations ADNc, retro-transcrites des 
populations ARNm de Techantillon biologique. 

Des echantillons biologiques d'origine humaine ou animale particulierement 
appropries a la mise en oeuvre de la methode selon 1'invention comprennent du 
sang peripherique, de la moeUe osseuse, des lymphocytes, des cellules NK et/ou 
T, des cellules transgeniques exprimant des immunorecepteurs, une fraction 
isolee a partir de ces echantillons. 

La methode selon l'invention peut etre notamment appliquee au criblage 
d ! une banque d'organes, de tissus ou de cellules. 

EUe permet ainsi une meilleure prevision : 

- de Tacceptation ou de rejet, par un homme ou un animal, de cellules, d'un 
tissu ou d'un organe genetiquement different(es), 

- de Finocuite ou de la pathogenicity (effet GVH), pour un homme ou un 
animal, d'une greffe ou transplantation, en particuiier de cellules, tissu, ou organe 
genetiquement different(es), 

- d'un effet potentiel de type GVL que des cellules, un tissu ou un organe 
genetiquement different(es) pourraient exercer sur un homme ou animal. 

La methode selon 1'invention permet egalement le suivi de l'eventuelle 
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apparition de telles reactions apres greffe ou transplantation alio- ou xenogenique. 

La methode selon 1'invention peut egalement etre appliquee a la 
■ determination de Fetat deactivation de cellules NK et/ou T a un instant donne 
chez un animal ou un homme. Elle permet alors la prevision ou le suivi de Fetat 
de resistance d'un animal ou d'un homme vis-a-vis d'une infection virale, telle 
qu'une infection par un VTH, d'une infection parasitaire, telle que la malaria, 
d'une infection bacterienne, vis-a-vis d'une maladie auto-immune, telle que la 
polvarthrite rhumatoi'de, ou bien encore vis-a-vis du deveioppement de cellules 
malignes telles que des cellules leucemiques. Utilisation previsionnelle de la 
methode selon Invention est d'un interet particulier dans le cadre d'epidemies. 

La methode selon 1'invention peut egalement etre avantageusement 
appliquee au criblage de medicaments actifs vis-a-vis de maladies infectieuses, de 
maladies auto-immunes, ou de maladies tumorales. 

La presente invention a egalement pour objet un kit pour la mise en oeuvre 
de ladite methode comprenant dans un recipient, au moins une dite paire 
d'ohsonucleotides, les reactifs pour la realisation de ladite ou lesdites methode(s) 
tels que tampon, marqueur (eventuellement couple aux oligonucleotides de la dite 
paire), ainsi qu ? un mode d'emploi.. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention apparaitront 
encore a travers les exemples de realisation suivants, donnes a titre indicatif et 
non limitatifs. 

Lesdits exemples font reference aux Figures 1 et 2 : 

La Figure 1 represente les produits issus d'une amplification par PCR 
(amplification en chaine par polymerase apres RT transcription enzymatique 
inverse a Taide de paires d'oligonucleotides selon Tinvention servant d'amorces), 
des sequences codantes pour p5(X2 (Fig. 1A) et p58.2 (Fig. IB) dans des cellules 
NK humaines; 

La Figure 2 represente les produits issus d'une amplification par PCR de la 
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sequence codante poor p50.2 a parar du DNA genomique de souris transgeniques 
p50.2 + 

Exemple I : Documentation du repertoire NKR/contreparties de NKR exprime 
par une population de cellules NK humaines (RT-PCR). 
1 . Preparation des ARN 

Des preparations ARN ont ete realisees a partir de cellules NK humaines 
clonees et phenotypees p50.2+ et/ou p58.2+. La technique immunologique ne 
pennet pas de documenter precisement un tel repertoire : l'anticorps GL183 
(Immunotech) reconnait a la fois le recepteur NKR inhibiteur p58.2 et sa 
contrepartie acrivatrice p50.2. Des cellules NK humaines clonees et phenotypees 
p50.2* et p58.2" a Taide de l'anticorps GL183 servent de temoins negatifs. 

Les preparations ARN sont realisees comme suit. 

Extraction 

100 jil de Trizol (Gibco BRL categorie n°15596-026) ont ete ajoutes a 10 6 
cellules. On melange en pipetant plusieurs fois, sans utiliser de melangeur a 
vortex. On laisse la solution 5 minutes a temperature ambiante puis on ajoute 
20 jil de chloroforme sans alcool isoamyhque. On melange a nouveau sans 
utiliser de melangeur a vortex et.on laisse la solution se reposer 5 minutes a 
temperature ambiante. On centrifuge alors a 4°C pendant 15 minutes de maniere a 
bien separer la phase organique inferieure, qui contient FADN, de la phase 
aqueuse superieure qui contient TARN. On recupere la phase aqueuse sans 
perturber Interface entre phase aqueuse et phase organique. 
Precipitation 

50 llI d'isopropanol sont ajoutes a la phase aqueuse et on laisse TARN 
precipiter pendant 15 minutes a temperature ambiante. On centrifuge alors 
pendant 10 minutes a 4°C. Le surnageant est elimine, et le culot est lave avec 100 
M-I d'ethanol a 70%. Apres centrifligation pendant 5 minutes a 4°C (7500 g), on 
laisse secher a Pair Libre (sans secher sous vide). Le culot d'ARN est remis en 
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suspension dans 20 ml cf H 2 0. 

2. Preparation des paires d'oligonucleotides 
Le tableau 1 ci-dessous presente les paires d'oligonucleotides utilisees. Sont ici 
rapportes les resultats relarifs a {'utilisation des paires d'oligonucleotides C (SEQ 
ED n~4 en tant qu'oligonucleotide 5' et un equimelange de SEQ ID n°5, n°2, n°6 et 
n°7 en tant qu'oligonucleotide 3 ! ) et D (SEQ ID n°8 en tant qu'oligonucleotide 5' 
et SEQ ED n°3 en tant qu'oligonucleotide 3') presentees dans Ie tableau 1. Les 
sequences ADNc. sur la base desquelles ces paires d'oligonucleotides ont ete 
mises au point, sont presentees dans le tableau 2 ci-dessous (nom des clones 
ADNc et numero d'acces sur Genbank). Pour chaque paire d'oligonucleotides, 
ont ainsi ere pris en compte les variants alleliques et les variants d'excision- 
epissage (epissage alternatif) connus dun meme recepteur. 

Chaque paire d'oligonucleotides est construite, apres alignement des 
sequences ADNc connues des differents variants d'un meme recepteur cible (e.g. 
le KIR p58.2), de maniere a ce que cette paire puisse determiner, sur l'ensemble 
de ces variants, les bornes d'un fragment consensus, sans pour autant pouvoir 
faire de meme sur un quelconque variant du recepteur contrepartie du recepteur 
cible (e.g. le KAR p50.2). La sequence de chaque oligonucleotide d'une meme 
paire est ensuite optimisee de maniere a ce que la temperature d'annelage 
(annealing en anglais) de chacune delles soit proche (e.g. AT < 5°C). 

Chaque oligonucleotide presente en effet une temperature d'annelage (ou 
dliybridation) qui lui est propre. Cette temperature d'annelage est fonction du 



considere, selon la formule : Temperature d'annelage (ou dliybridation) d'un 
oligonucleotide = 



rapport R = 



G + C 



xlOO et de la longueur de l'oligonucleotide 



nombre total de bases 
(A + T + G + C) 



Tm = 69,3 + 0,41(R)- 



650 



(en °C) 



longueur en pb 



WO 99/20794 



19 



PCT/FR98/02244 



On dans une reaction de type amplification en chaine par polymerase les 
oligonucleotides dune meme paire doivent pouvoir tous deux s'anneler au 
recepteur cible dans des conditions de reaction communes, ceci afin de servir 
d'amorces a ramplification du fragment consensus. Si les oligonucleotides d'une 
meme paire presentent des temperatures propres d'annelage proches (e.g. 54°C et 
56°C), ils pouiront sTiybrider au recepteur cible, sans pour autant s'hybrider au 
recepteur contrepartie correspondant, a une temperature de 54°C ou 55°C. 

Si les oligonucleotides d'une meme paire presentent par contre des 
temperatures propres d'annelage tres distantes (e.g. 49°C et 56°C), la reaction 
dTiybridation au recepteur cible est preferentiellement conduite a la plus basse 
des deux temperatures (e.g. 49°C ou 50°C), ce qui permet de maintenir la 
reconnaissance de sa cible nucleotidique par l'oligonucleotide dont la temperature 
propre d'annelage est la plus basse. Dans cette situation, une diminution de 
specificite peut toutefois intervenir : il peut etre observe que certaines paires 
d f oligonucleotides parviennent, dans de telles conditions de temperature, a 
s'hybrider au recepteur-contrepartie du recepteur cible. Une maniere de remedier 
a cette perte de specificite consiste a augmenter la longueur de l'oligonucleotide 
dont la temperature propre d'annelage est la plus basse, sans faire perdre a la 
paire ^oligonucleotides consideree sa specificite. 

3. Amplification en chaine par polymerase apres transcription enzvmatique 
inverse fRT-PCR) 

5 jig d'ARN totaux sont transcrits en ADNc par incubation avec une 
transcriptase inverse (RT) a Faide du kit First Strand DNA-Ready to go 
(Pharmacia). 10 ul d'ADNc sur les 33 (il obtenus sont mis en contact avec les 
paires d' oligonucleotides C et D qui servent alors d'amorces (cf tableau 1): 10 ^1 
de produit issu de RT; Tampon PCR 10X : lO^il; MgCl 2 50mM; dXTP 10 mM; 
Oligonucleotides 3 ! a 10 jiM : 5 jil; Oligonucleotide 5 ? 10 uM : 5 Taq 
polymerase : 0 r 5 ul; H^O : qsp 100 ul. L'amplification par PCR (DNA engine 
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PTC 200, MJ Research, Massachussets) est realisee en suivant les etapes 
suivantes : 

- etape q°1 (denaturation initiate) : 5 min a 94°C, 

- etape n c 2 : 35 cycles comprenant 

a) denaturation 1 min a 94 °C 

b) annelage 1 min a 55°C pour 
la paire C et 50°C pour la 
paire D ^oligonucleotides, 

c) extension 1 min a 72°C, 

- etape n°3 : (extension finale) ; 

1 mina72°C. 

La duree de l'extension 2c peut etre augmentee si le fragment a amplifier a une 
grande taille (e.g. superieure a 1000-1400pb environ). 

La temperature de Fetape d'annelage 2b depend de la paire ^oligonucleotides 
utilises comme amorces (cf point 2. ci-avant). Elie correspond a une temperature 
consensus entre les temperatures propres d'annelage de chacun des deux 
oligonucleotides faisant paire (temperature moyenne ou temperature la plus basse 
des deux). Certe temperature est -generalement comprise entre 45°C et 70°C, 
preferentiellement entre 50°C et 65°C. 

10 [il des produits issus de 1' amplification par RT-PCR sont resolus par 
electrophorese sur gel d : agarose a 2% en parallele avec des marqueurs de poids 
moleculaires (M). 

Les resultats sont illustres sur les figures 1A et IB. 

La figure 1 illustre Tamplification par PCR apres RT (transcription enzymatique 
inverse) des sequences codantes pour p58.2 et p50.2 de cellules NK humaines. 
En figure 1A est illustree le resultat de la resolution electrophoretique des 
produits issus de l'amplification par RT-PCR apres mise en contact de la paire 
d T amorces D selon Finvention (cf. tableau 1) avec les populations ADNc de 



WO 99/20794 PCT/FR98/02244 

21 

cellules NK humaines phenotypees p50.2 + et p58.2" (piste +) a Faide de 
I'anticorps GL183, ou avec les populations ADNc de cellules NK humaines 
phenotypees p50.2' et p58.2" (piste -) a l'aide de ce meme anticorps GL183. En 
piste M, sont resolus des marqueurs de poids moleculaire. 
En figure IB, est illustree le resultat de la resolution electrophoretique des 
produits issus de {'amplification par RT-PCR apres mise en contact de la paire 
d' amorces C selon invention (cf. tableau 1) avec les populations ADNc de 
cellules NK humaines phenotypees p50.2" et p58.2" (piste +) a l'aide de 
I'anticorps GL183, ou avec les populations ADNc de cellules NK humaines 
phenotypees p50.2" et p58.2" (piste -) a l'aide de ce meme anticoips GL183. En 
piste M, sont resolus des marqueurs de poids moleculaire. 
II peut observe que les paires ^oligonucleotides C et D selon 1'invention 
permettent de reconnaitre respectivement un phenotype, respectivement, p58.2 + 
et p50.2 + , en reconnaissant un fragment de, respectivement, 653 pb et 533pb. La 
methode selon Finvention permet done de discriminer entre un phenotype p58.2" 
(recepteur KIR, a fonction inhibitrice) et un phenotype p50.2 + (recepteur KAR 
contrepartie de p58.2, a fonction activatnee), ce qui n'etait jusqu'a present pas 
reahsable sous sequen?age. 

Exemple 2 : Documentation du repertoire genetique (potentiel) 
NKR/contreparties de NKR d'une population de splenocytes de souris 
transgeniques p50.2 + (PGR). 

1 - Preparation des ADN 
Des preparations ADN ont ete realisees a partir de splenocytes de souris 
transgeniques p50.2 + La technique immunologique ne permet pas de determiner 
si de tels splenocytes sont p50,2 + (recepteur KAR, activateur) ou p58.2 + 
(recepteur KIR, inhibiteur, ou bien encore p50.2 + et p58.2 + ). Des splenocytes de 
souris non transgeniques (p50.2*) servent de temoins negatifs. 
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Extraction 

Cette etape est reaiisee comme decrit en exemple 1. Les ADN etant contenus 
dans la phase organique infeneure, c'est ici cette phase qui est recuperee apres 
avoir elimine la phase aqueuse et tin peu d' interface. 
Precipitation 

On ajoute 30 ul d'ethanol a 100% et on laisse reposer 5 minutes a temperature 
ambiante. Apres centrifugation pendant 5 minutes a 4°C (2 OOOg), on jette le 
surnageant et on lave le culot avec 100 ul de citrate de sodium 0,1M dans de 
l'ethanol a 10%. On laisse 30 minutes a temperature ambiante en melangeant de 
temps en temps. On centrifuge pendant 5 minutes a 4°C (2 OOOg), On repete ce 
lavage une seconde fois. 

Le culot d'ADN obtenu est remis en suspension dans 200 ul d'ethanol a 70%. On 
laisse 15 minutes a temperature ambiante en melangeant de temps en temps et on 
centrifuge pendant 5 minutes a 4°C (2 OOOg). 

Le culot est mis a secher brievement sous vide (1 a 2 ug d'ADN environ sont 
obtenus) et est remis en suspension dans 10 ul de NaOH 8mM. En cas de 
presence de materiel insoluble, on microcentrifuge 10 minutes a temperature 
ambiante. On transfere le surnageant dans un nouveau tube. Le pH est neutralise 
en ajoutant 1,25 ul dUepes 0,1 M pour 10 

2 - Preparation des paires ^oligonucleotides 

Les paires ^oligonucleotides sont preparees comme decrit en exemple 1. Sont ici 
rapportes les resultats relatifs a la paire D d'oligonucleotides (SEQ ID n°8 en tant 
qu'oligonucleotide 5 f et SEQ ID n°3 en tant qu'oligonucleotide 3') selon Tinvention 
(cf. tableau 1 ci-dessous). 

3 - Amplification en chaine par polymerase (PCIO 

L'amplification en chaine par polymerase est reaiisee comme decrit en exemple 1 
en mettant en contact les preparations d'ADN genomiques obtenues avec des 
paires d'oligonucleotides D servant alors d'amorces. 
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Les produits issus de ['amplification sont resolus sur gel d'asarose a 2% en 
parallele avec des marqueurs de poids moleculaires (M). 

Les resultats de resolution electrophoretique sur gel d'agarose a 2% des produits 
issus de la PGR sont illustres par la figure 2. 

La figure 2 illustre 1'amplification par PCR de la sequence codante pour p50.2 a 
partir du DNA genomique de splenocytes de souris transgeniques p50.2 + : y est 
illustree le resultat de la resolution electrophoretique des produits issus de 
Famplification par PCR apres mise en contact de la paire d'amorces D selon 
l'invention (cf tableau 1) avec les populations ADN de splenocytes de souris 
transgeniques p50.2" (pistes +) on de soiuis non transgeniques p50.2* (pistes -). 
En piste M, sont resolus des marqueurs de poids moleculaires. 

Les amorces D selon l'invention permettent de reconnaitre un fragment de 
533 pb present sur 1'ADN de splenocytes murins p50.2" et absent sur TADN de 
splenocytes murins p50.2". 

Des resultats comparables ont ete obtenus avec les paires 
d'oligonucleotides A, B et E a L presentees dans le tableau 1 ci-apres et ont 
egalement permis de documenter les recepteurs vises (cf colonne "molecule" du 
tableau 1). 

Les repertoires NKR et/ou contreparties de NKR ainsi documentes peuvent 
etre, notamment a Taide d'etudes biostatiques classiques, correles a des situations 
physiologiques ou pathologiques donnees, liees a ces repertoires, et au controle 
de Tactivation des cellules les exprimant en general. 
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TABLEAU 2 



Paire 




Numero 


d' oligonucleotides 


nom du CDNA 


d* acces 






sur 






Genbank 


A 


ci-42 


U24076 




NKAT-I 


L41267 




cl-47. 11 


U24078 


3 


X9 8 85 8 


X985 85 




X93892 


X98892 




NKAT-7AA 


L76670 




NKAT-SAA 


L7 5672 


C 


ci-43 


U24075 




NKAT-6AA 


L76669 




NKAT-2 ff. 


L76663 




cl-6 


U24074 




NKAT-2 


L41268 




KIR-023G3 


U73395 




NKAT-2AB 


L76662 




NKAT-3DA 


L76664 


D 


cl-49 


U24079 




NKAT-5 


L41347 




X89893 


X89893 




cl-39 


U24077 




NKAT-8 


L76671 




NKAT-5 DA 


L76667 


E 


X94262 


X94262 




NKAT-3 


L41269 




NKHE-1 


U31416 




NK HE-2 


U33328 




KIR-103AS 


U71199 




KI R-103AST 


U73394 




cl-1. 1 


X94373 




cl-11 


U30274 




cl-2 


U30273 


F 


NKAT-10 


L76661 




n. 1 Kr 1 / J £ ri 


Til "3 1 Q £ 


G 


NKAT-4 


L41270 




X94374 


XS4374 




X935 95 


X935 95 




X93596 


X935 96 




NKAT-4 B\ 


L76666 




NKAT-4AA 


L76665 




cl-5 


U30272 
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NKG2A 


X5 4867 




NKG2 B 


X54868 


K 


NKG2C 


X54369 


L 


NKG2D 


X54870 
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REVENDICATIONS 

l.Methode m vitro de documentarion d'un repertoire en 
5 immunorecepteur(s) NKR comprenant notamment les recepteurs KIR p58.1, 
p58.2, p70.INH, pl40.INH, et les recepteurs NKG2A et NKG2B, et/ou d'un 
repertoire en immunorecepteur(s) contrepartie(s) de NKR, comprenant 
notamment les recepteurs KAR p50.1, p50.2, p70.ACT, pMO.ACT, et les 
recepteurs NKG2C, NKG2D, NKG2E, NKG2F, ces immunorecepteurs etant 
10 ci-apres designe(s) recepteur(s) cible(s), caracterisee en ce qu'elle comprend : 

i. r utilisation d'au moins une paire d'oligonucleotides, Tun etant designe 
oligonucleotide 3' et 1' autre oligonucleotide 5', les oligonucleotides 3' et 5' 
d'une meme dite paire etant tons deux capables, dans des conditions 
d'hybridation correspondant a une incubation pendaiit 1 min dans un tampon 

15 [Tris-HCl 20mM pH8,4 ; KC1 50mM; MgCl 2 2,5mM] a une temperature 
comprise entre 50°C et 65°C environ, de s'hybrider a l'ADN ou a TADNc 
d'un recepteur cible NKR, ou contrepartie de NKR, mais ne s'hybridant pas, 
dans les memes conditions, d'hybridation, avec TADN ou TADNc d'un 
recepteur contrepartie de NKR, ou respectivement d'un recepteur NKR, 

20 contrepartie fonctionnelle dudit recepteur cible, 

ii. la mise en contact de populations ADN ou ADNc d'un echantillon 
biologique d'origine humaine ou animale pour lequel on souliaite documenter 
le repertoire en immunorecepteur(s) cible(s), avec un exces d'au moins une 
paire d'oligonucleotides 3' et 5' selon i. dans des conditions favorables a 

25 Thybridation de cette paire oligonucleotides 3' et 5' sur les ADN ou sur les 
ADNc de I'echantilIon biologique, et 

iii. la detection des hybrides eventuellement formes entre ces ADN ou ADNc 
et la ou les paire(s) d'oligonucleotides 3' et 5\ 
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2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite ou au 
moins une desdites paire(s) d'oligonucleotides 3 7 et 5' utilisee(s) est en outre 
capable, dans les memes conditions d'hybridation que celles definies sous L, 
de ne pas s'hybrider a l'ADN ou ADNc d'un recepteur, indifferemment NKR 
ou contrepartie de NKR, autre que ledit recepteur cible. 

3. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que Foligonucleotide 5' d'une dite paire ^oligonucleotides 
3' et 5' utilisee pour un recepteur cible NKR (ou contrepartie de NKR) est 
capable dans les memes dites conditions d'hybridation de s'hybrider a l'ADN 
ou a l'ADNc d'un recepteur contrepartie de NKR (ou respectivement NKR), 
contrepartie fonctionnelle dudit recepteur cible NKR (ou respectivement 
contrepartie de NKR). 

4. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que {'oligonucleotide 3' d'une dite paire d 5 oligonucleotides 
3'et 5 V utilisee pour un recepteur cible KAR, est capable, dans les memes 
dites conditions d'hybridation, de s'hybrider a l'ADN ou ADNc dudit 
recepteur cible KAR au niveau d'un enchainement nucleotidique qui 
comprend une sequence correspondant, selon le code genetique universel, et 
en tenant compte de la degenerescence dudit code, a la sequence d'acides 
amines Lys He Pro Phe Thr lie (K I P F T I) ou Lys Leu Pro Phe Thr lie (K L 
PFTI) (SEQ ED n°26 ou 27). 

5. Methode selon 1'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite (ou au moins une desdites) paire(s) 
d 7 oligonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur cible un recepteur KIR est 
choisie parmi le groupe de paires ^oligonucleotides 3* et 5 f constitue par : 
un oligonucleotide 5 r comprenant la sequence SEQ ID n°l, ou une sequence 
en derivant, et au moins un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ 
ED n°5, n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en derivant, 
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iin oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°4, ou ime sequence 
en derivant, et au moins un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ 
ID n°5, n°2, n°6 ou n°7, ou line sequence en derivant, 
un oligonucleotide 5 1 comprenant la sequence SEQ ID n°9, ou une sequence 
5 en derivant, et au moms un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ 
ED n°5, n°2, n°6 ou n°7, ou une sequence en derivant, 
au moins un oligonucleotide 5 f comprenant la sequence SEQ ID n°10, n°ll, 
n°12, ou n°13, ou une sequence en derivant, et un oligonucleotide 3* 
comprenant la sequence SEQ ID n°14, ou une sequence en derivant. 
10 6. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caractensee en ce que ladite (ou au moms une desdites) paire(s) 
d'oligonucleotides 3' et 5 1 ayant pour recepteur cible mi recepteur KAR est 
choisie parmi le groupe de paires d'oligonucleotides 3' et 5' constitue par : 

- un oligonucleotide 5 r comprenant la sequence SEQ ID n°l, ou une sequence 
15 en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ED n°3, ou 

une sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°8, ou une sequence 
en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°3, ou 
une sequence en derivant, 

20 - un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°9, ou une sequence 
en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ED n°3, ou 
une sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ED n°15, ou une 
sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ 

25 ID n°3, ou une sequence en derivant. 

7. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite (ou au moins une desdites) paire(s) 
d'oligonucleotides 3' et 5' ayant pour recepteur cible un recepteur NKG2 est 
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choisie parmi le groupe de paires ^oligonucleotides 3 f et 5' constitue par : 
iin oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°16. ou une sequence 
en derivant et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ED n°17, 
ou une sequence en derivant, 
5 un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°18, ou une sequence 
en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°17, 
ou une sequence en derivant, 

un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ID n°19, ou une sequence 
en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ ID n°17, 
10 ou une sequence en derivant, 

- un oligonucleotide 5' comprenant la sequence SEQ ED n°20, ou une 
sequence en derivant, et un oligonucleotide 3' comprenant la sequence SEQ 
ED n°21, ou une sequence en derivant. 

0 8 . Methode selon 1 ' une quelconque des revendications precedentes, 
15 caracterisee en ce que les deux oligonucleotides 3' ou 5' d'une meme dite 
paire sont chacun couples a un marqueur, notamment couplee a un marqueur 
fluorescent ou radioactif, tel que du 32 P, permettant la revelation des hybrides 
qu'ils forment eventuellement avec lesdites populations ADN ou ADNc dudit 
echantillon biologique. 
20 9. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite (ou lesdites) paire(s) d'oligonucleotide(s) 3' et 5' 
sert (servent) d'amorces respectivement 3' et 5' pour une extension par ADN 
polymerase. 

10, Methode selon 1'une quelconque des revendications precedentes, 
25 caracterisee en ce que lesdits hybrides eventuellement formes sont amplifies 

par au moins une PCR prealablement a leur detection. 

11. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que lesdits hybrides eventuellement formes sont amplifies 
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par "Nested PCR" (double PCR emboitee). 

12. Methode selon l'mie quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ladite detection des hybrides eventuellement formes 
comprend en outre la resolution sur gel de polyacrylamide du melange 

5 reactionnel issu de la mise en contact, ainsi que la revelation de la presence 
ou de T absence de bandes electrophoretiques contenant lesdits hybrides 
eventuellement formes. 

13. Methode selon rune quelcouque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la documentation d'un repertoire 

10 genotypique en immunorecepteurs NKR et/ou en immunorecepteurs 
contreparties de NKR. 

14. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la documentation d'un repertoire 
d'expression en immunorecepteurs NKR et/ou en immunorecepteurs 

1 5 contreparties de NKR. 

15. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que ledit echantillon biologique d'origine humaine ou 
animale est du sang peripherique, de la moelle osseuse, des lymphocytes, des 
cellules NK et/ou T, des cellules transgeniques exprimant des 

20 immunorecepteurs, une fraction isolee a partir de ces echantillons. 

16. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle est appliquee au criblage d'une banque d'organes, de 
tissus ou de cellules. 

17. Methode selon Time quelconque des revendications precedentes, 
25 caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la prevision ou au suivi de 

F acceptation ou du rejet, par un homme ou un animal, de cellules, tissu ou 
organe genetiquement different(es). 

18. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
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caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la prevision ou au suivir de 
I'inocuite ou de la pathogenicity (GVH) d'une greffe ou transplantation, par 
un hoinme ou un animal, de cellules, tissu ou organe genetiquement 
different(es). 

5 19. Methode selon 1'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la prevision ou au suivi, pour un 
homme ou un animal, d'im effet de type GVL de la part de cellules, tissu ou 
organe genetiquement different(es). 

20. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
10 caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la determination de l'etat 

d' activation de cellules NK et/ou T a un instant donne chez mi animal ou un 
homme. 

21. Methode selon 1'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle est appliquee a la prevision ou au suivi de l'etat de 

15 resistance d'un animal ou d'un homme vis-a-vis d'une infection virale, telle 
qu'une infection par un VIH, d'une infection parasitaire, telle que la malaria, 
d'une infection bacterienne, vis-a-vis d'une maladie auto-immune, telle que la 
polyarthrite rhumatoide, ou bien encore vis-a-vis du developpement de 
cellules malignes telles que des cellules leucemiques. 

20 22. Methode selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce qu'elle est appliquee au criblage de medicaments actifs vis- 
a-vis de maladies infectieuses, de maladies auto-immunes, ou de maladies 
tumorales. 

23. Kit pour la mise en oeuvre de la methode selon 1'une quelconque des 
25 revendications 1 a 22, caracterise en ce qu'il comprend, dans im recipient, au 
moins une dite paire d'oligonucleotides 3' et 5', les reactifs pour la realisation 
de ladite ou lesdites methode(s) tels que tampon, marqueur (eventuellement 
couple aux oligonucleotides de la dite paire), ainsi qu'un mode d'emploi. 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1; INFORMATIONS GENE RALES 



.) DEPOSANT 
(A) NCM: 
( 3) RUE: 



I. N. S. E. P. M. 

101 rue de Tcibiac 
id VILLS: PARIS 
fS) PAYS: FRANCE 
(F) CODE POSTAL: 7 555 4 

tiij TITRE DE L r INVENTION: Met hod e de documer. ta ::on an i~,*nunorec9pteurs 
MK R e: en immuno recap teurs concrepart ies de NK R. 

•ill/ NOMBRE DE SEQUENCES: 27 

Jiv) FOrME DECHIFFRA PA R C RDINATEU R: 
(A) TYPE DE SUPPORT: FIoddv disk 
( S) 0 RDINATEU ft I 34 ?C compatible 
■C) SYSTEMS D 1 EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DCS 
:D) LGGICISL: Fatentlr. Release £1. 0, Version si. 3 J ;OEB) 

2i INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

■i) CARACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 13 paires de bases 
; 3) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
fDJ CONFIGURATION: lineaire 

.iii TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

;vi) ORIGINE: 

f C) INDIVIDU/ 1 SOLE: p5S.l FOR 

. xij DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ I.D NO: i: 

AGTCGCATGA CGCAAGAC 18 



3- INFOFKATICNS POUR LA SEQ ID NO: I: 

,i) CARACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
•;A) LONGUEUR IS paires de bases 
i B) TYPE: nucleotide 
fC) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

tii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ 1 SOLE: ITIM N-term BACK 

ixi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2 

CAACTGTGTG TATGTCAC 

«4i INFO FMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 19 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
iD) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide r.ucleique 

(vi j ORIGINE: 

(C) I NT) I VI DU/ I SOLE: TM-ACT 3KCK 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NC: 3: 

GATGGTGAAA GGGATTTT 19 

(5) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CAPACTERI STIQUES DE LA. SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 13 paires de bases 
( 5) TYPE: nucleotide 
■:C) NOMBRE DE SPINS: simple 
( D } CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE OE MOLECULE: Aucre acide nucieicue 
(vi) 0 PIG I ME: 

iCJ INDIVIDU/ISOLE: p53.2. FOR 

;xi) DE 5C PI FT ION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NC: 4: 

GGTCCCATGA TGCAAGAC 18 

5) INFO FKATION5 POUR LA SEQ 1Z NO: 5: 

(i) CAPACTE RI ST I QUE 3 DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 13 paires de bases 
( 3) TYPE: nucleotide 
(C; NOMBRE DE 3RINS: simole 
( D ) CONFIGURATION: iir.eaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Aucre acide -ucleique 

(vi) OPIGINE: 

xCi I NT) I VI DU / 1 SOLE: I7IM N-term 3KCK 

;:<i) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NC: 5: 

CAACTGTGTA TATGTCAC 18 

7) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CA PACTS RISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A! LONGUEUR 18 paires de bases 
{ 5) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleiaue 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: ITIM N-term BVCK 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

CAACTGT.GCA TATGTCAC 18 
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(8) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 13 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOM3RE DE 3RINS: simple 

( D) CONFIGURATION: iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(vi) 0 RIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: ITIM N-term B^CK 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

CAACTGTGCG TATGTCAC 



(9) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CA FACTE RE STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
{ B) TYPE: nucleotide 

(C) NOM3RE DE 5RINS: simole 

(D) CONFIGURATION: Uneaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide r.ucleiqus 

(vi) CRIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: p58. 2 FOR 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

GGTCCCATGA TGCAAGAC 



(10) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CAPACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de oases 
{ 5) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRI MS: simple 

( D ) CONFIGU RATION: lineal re 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINS 

(C) INDIVIDU/ISOLE: p70.FOR 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

CCCGTGGTGA TCATGGTC 



(11) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( 3) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE; Au_re acide nucleique 
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(vi) ORIGINS: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: ITIM N'-term. FOR 

(xi) DESCRIPTION D£ LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

GTGACATACA CACAGTTG 

(12) INFORMATIONS ?OU R LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CA PACT E PI STAVES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 13 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOM3RE DE 5RINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vii ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: ITIM N-term. FO R 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

GTGACATACG CACAGTTG 



(13) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CAFACTERISTIQUE3 DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 13 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 
iC) NOMBRE DE BRIMS: simole 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleiaue 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: ITIM N-term. FOR 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

GTGACGTACA CACAGTTG 18 



{14} INFO PMATIOM S POUR LA SEQ ID NO: 13: 

ii) CARACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
; A) LONGUEUR IS paires de bases 
t B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRIMS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: ITIM N-term. FOR 

{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

GTGACGTACG CACAGTTG 18 

(15) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTE PI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 13 paires de bases 
( 3) TYPE; nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucieicrue 
( vi J ORIGINE; 

(C) INDIVIDU/I SOLE: Ext C-term BKCK 

txi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: 3EQ ID NC: 14: 

ACCTGACTGT GGTGCTCG 19 

(16; INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NC: 15: 

(i) CA RACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 2 4 paires de bases 
( 3) TYPE: nucleotide 
(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(DJ CONFIGURATION: hneaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) OPIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: p!40. FOR 

(x.i) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 

ACCTACAGAT GTTATGGTTC TGTT 2 4 

(17) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 21 paires de bases 
i 3) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

tii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleiaue 
< vi) OPIGINE: 

( C ) INDIVIDU/ISOLE: NKG2A. FOR 

ixi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1c: 

TCTACATTAA TACAGAGGCA C 21 

(IS" I MFO FMAT IONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

ii) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 18 paires de bases 
( 3) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS* simple 

( D) CONFIGU RATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINE; 

(C) INDIVIDU/ISOLE: NKG2A/ B'C. B\CK 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 

ATCTATAGAA AGCAGACT 18 

(19) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

ii) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
{A) LONGUEUR 13 paires de bases 
■ 3) TYPE: nucleotide 
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(C) MOM5PE DE 3PINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) 0 RIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: NKG2 B FOR 

(xi; DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID MO: 13: 

ATTCCCTCAC GTCATTGT 1= 

(20) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CAPACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 21 paires de bases 
( B) TYPE: nucleotide 

(C) NOM3RE DE 3RINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
ivi) 0 RIGINE: 

tC) INDIVIDU/ISOLE: NKG2C. FOR 

txi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19; 

AGTAAACAAA GAGGAACCTT C 21 



(21) INFO PMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CAPACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 21 paires de bases 
( 3) TYPE; nucleotide 

(C) NOMBPE DE BRINS: simple 

( D) CONFIGU RATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) G RIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: NKG2D. FOR 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 

AG CAAAGAGG ACCAGGATTT A 21 



(22) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CA RACTE RI STIQUE S DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 21 paires de bases 
( BJ TYPE: nucleotide 
fC) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) 0 RIGINE: 

(C> INDIVIDU/ISOLE: NKG2D. BKCK 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 

CACAGTCCTT TGCATGCAGA T 21 



(23) INFORMATIONS FOUR LA SEQ ID NO: 22: 
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(i) CAPACTE PI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 13 paires ce oases 
{ a TYPE: nucleotide 

(C) NOM3PE DE 3RINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucieicue 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/I SOLE: 5' hCOSo 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 

ATCCAGTACA CTGATGAC 13 



(24) INFOFMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 23: 

(i) CA FACTE RISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 13 paires de bases 
( E) TYPE: nucleotide 

(C) MOM BRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE; Autre acide nucieicue 
ivi) 0 RIG'NE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: 3' r.CDSo 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 

GTCGATGGAT GGTGAAGA 18 

(25) INFOFMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 24: 

(i) CA RACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 23 paires de bases 
( a TYPE: nucleotide 

(C) NOM BRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre aciae nucieique 
£vi) ORIGINE: 

iCi INDIVIDU/ISOLE: 5' Actine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24: 

TACCACTGGC ATCGTGATGG ACT 2 3 



(26) INFOFMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 25: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 23 paires de bases 
( a TYPE: nucleotide 
(C) NOM BRE CE BRINS: simple 
{ D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: 3* Actine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2 5: 

TCCTTCTGCA TCCTGTCGGC AAT 23 

(27) INFOFMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2 6: 
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<i) CA FACTE RISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 6 acices amines 
( B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBPE DE SPINS: 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(iii) KYPOTHETIQUE: NON 
(IV) ANTI-SENS NON 
(vi) 0 RIGINE: 

(C) INDIVIDU/ISOLE: 

Ui) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2 5 

Lys He Pro Phe Thr He 
1* 5 



(23) INFO STATIONS POUR LA SEQ ID NO: 27 

(i) CARACTE RI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 6 acides amines 
( B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANT I -SEN S NON 
{vi) OPIGINE: 

(C) INDIVTDU/ISOLE: 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 27 

Lvs Leu Pro Phe Thr lie 

r 5 
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